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stdrkere Erwidrmung der Hb-Lésungen zu vermeiden und
wenn moglich zum Zentrifugieren eine Kiihlzentrifuge zu
verwenden.

Summary. A simple apparatus for starch block electro-
phoresis is described. The cooling element consists of a
commercially available cold plate in metal.

If oxyhaemoglobin is used, an error in measurement by
the instability of the haemoglobin solutions can be re-

Durchlaufende Diinnschicht-Chromatographie

Bei kleinen Unterschieden von Rf-Werten muss zur
vollstindigen chromatographischen Trennung eines Sub-
stanzpaares die Laufstrecke vergrossert werden. Diese
Forderung ist fiir langsam wandernde Substanzen leicht
erfiillbar, indem man die mobile Phase iiber den Bereich
der stationiren Phase hinausstromen lisst. In der Papier-
chromatographie ist dieses als Durchlaufmethode bezeich-
nete Verfahren in besonders einfacher Weise realisierbar?.
Wir beschreiben im folgenden eine Form, die sich bei
Diinnschicht-Chromatogrammen bewiahrt hat.

Als erster hat unseres Wissens MorTiER? die Diinn-
schicht-Chromatographie mit einem Durchlaufverfahren
kombiniert. Seine Methode ist indessen auf die Verwen-
dung von relativ schwerfliichtigen Losungsmitteln wie
Wasser und #-Butanol beschriankt. Unser Prinzip (Fig. 5)
ist demgegeniiber vielseitig anwendbar. Die mobile Phase
wird dabei durch die Kapillarwirkung von Filterpapier
auf die horizontal liegende Diinnschicht iibertragen und
kann nach Durchlaufen der Trennstrecke, die oben durch
eine Deckplatte geschiitzt ist, verdampfen. Zwei lings-
seits zwischen Diinnschicht- und Deckplatte angebrachte
Glas- oder Polyiathylenbédnder dienen als Dichtung und
gewihrleisten geniigend Abstand von Schicht zu Deck-
platte, um das Eindringen von mobiler Phase in den
Zwischenraum zu verhindern. Diese Anordnung lasst sich
auch fiir «normale» Diinnschicht-Chromatogramme ver-
wenden und eriibrigt die sonst iibliche Beniitzung von
Trennkammern3.

A) Bendtigte Einzelteile

1. Ein Behdilter B aus rostfveiem Stahl (Fig. 1). Er besitzt
eine plangeschliffene Oberseite und dient als Gefiss fiir die
mobile Phase. Durch die beiden Locher L in der Seiten-
wand werden 2 etwa 7 cm lange Polyathylenrshrchen R
gesteckt und nach Figur 1 aufwirts gebogen. Durch eines
wird spéter die mobile Phase eingefiillt, das andere ermég-
licht den Druckausgleich (s.u.).

2. Ein Filterpapier F (Fig. 2). Es iibertrigt die mobile
Phase auf die Schicht. Der Teil ¢fgh ist dem Innenprofil
des Behilters B anzupassen. Bei Verwendung einer leicht-
fliichtigen mobilen Phase kann. dasselbe Filterpapier
mehrmals benutzt werden.

3. Eine Trdagerplatte T, 200 x 200 mm (Fig. 3). Sie trigt
die Diinnschicht, zum Beispiel Kieselgel. An 2 gegeniiber-
liegenden Réindern wird mit dem Finger soviel von der
Schicht abgestreift, dass etwa 6 mm breite, véllig blanke
Streifen entstehen. Auf der Vorderseite (Fig. 3) werden
die Substanzen in gewohnter Weise 15 mm vom Platten-
rand entfernt aufgetragen. Es ist empfehlenswert, im
rechten Winkel zur Streichrichtung zu chromatogra-
phieren.

4. Eine Deckplatte D, 200 x 200 mm, mit «Kufen»
(Fig. 4). Als Kufen werden auf 2 gegeniiberliegenden
Seiten einer planen Glasplatte (zum Beispiel blanke
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duced by adding small amounts of KCN, not only to the
initial haemolysate, but also to the haemoglobin fractions
which were eluted.
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Fig. 1. Behiilter aus V4A-Stahl fur die mobile Phase, Lingenmasse
in mm,
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Fig. 2. Filterpapier Whatman No. 1 (Schnittbogen).
Langenmasse in mm.
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Fig. 3. Trigerplatte mit Diinnschicht und blanken Randern.
Lingenmasse in mm.

1 F. CRAMER, Papierchromatographie, 4. Aufl,
GmbH, Weinheim an der Bergstrasse 1958), p. 49,

2 M. MoTtTier, Mittlg. Lebensmittelunters, u. Hygiene {Bern) 49,
454 {1958).

3 Vgl E. Staut, Chemiker Ztg. 82, 323 (1958).
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Diinnschichtplatte) 2 Glasbidnder G (180 x 4 x 1 mm)
aufgeschweisst und plangeschliffent. Die Kufen garan-
tieren den notwendigen minimalen Abstand zwischen
Schicht und Deckplatte (s.u.) und wirken zugleich als
Dichtung. Die Glasbinder konnen behelfsmissig durch
Polyithylenstreifen ersetzt werden, die man sich selber
aus 1 mm dicker Polyithylenfolie schneidet. Polydthylen
verzieht sich aber je nach dem Charakter der mobilen
Phase; solche Streifen kénnen deshalb nicht gut auf die
Deckplatte geklebt werden.

5. Sechs kriftige Papierklammern. 2 grosse Klammern
GK (Offnungsweite ca. 3 cm) und 4 mittlere Klammern
MK (Offnungsweite ca. 1,5 cm) dienen dazu, den Behilter
B und die Trigerplatte T gegen die Deckplatte D zu
pressen (Fig. 5).

6. Eine Unteriage. Am einfachsten verwendet man einen
Korkring {Durchmesser ca. 12 cm).

B) Montage und Betrieb

Die Deckplatte liegt mit den Kufen nach oben auf dem
Korkring K. Man faltet das Filterpapier lings der Linie ¢d
(Fig. 2) und legt es mit dem Stiick abcd nach unten auf die
Vorderseite der Deckplatte (Fig. 4). Das Papier soll die
Kufen nicht beriihren und der Abstand der Kante ab vom
Vorderrand der Deckplatte soll 1-3 mm betragen. Diese
Lage wird provisorisch mit einer grossen Papierklammer
fixiert. Man legt jetzt die Trigerplatte so auf die Deck-
platte, dass ihre blanken Streifen auf die Kufen zu liegen
kommen und ihr Vorderrand genau mit den vorderen
Kufenkanten zusammenfillt. Triager- und Deckplatte
werden nun durch die 4 mittleren Papierklammern zu-
sammengepresst und die iiberfliissig gewordene grosse
Klammer am Filterpapier wird wieder entfernt. Man
biegt den oberen Teil des Filterpapiers lings der Linie ef
(Fig. 2) in vertikale Lage und stiilpt die zusammen-
geklemmten Platten um, so dass sich das Filterpapier nun-
mehr auf der Unterseite befindet. Nach Figur 5 wird der
Behilter B mit den zwei grossen Klammern in solcher
Weise unter die Deckplatte geklemmt, dass der vertikal
stehende Teil des Filterpapiers auf den Grund von B
reicht und der horizontal liegende Teil als Dichtung
zwischen Deckplatte und Oberseite von B wirkt. Der
Behilter soll dicht gegen die Trigerplatte stossen. Man
fiilit durch ein Polyithylenrohrchen R 15 4+ 5 ml mobile
Phase ein, erreicht durch leichtes Schwenken eine momen-
tan gleichmissige Benetzung des Filterpapiers und kann
jetzt die Anordnung sich selbst iiberlassen. Die mobile
Phase verdampft nach Durchlaufen der von der Deck-
platte geschiitzten Schicht auf dem noch verbleibenden
Streifen (Fig. 5) geniigend rasch, um die Chromatographie
stundenlang in Gang zu halten (vgl. ).

Storungen: Schwankungen der Raumtemperatur kon-
nen gelegentlich (besonders bei starker Luftbewegung)
dazu fithren, dass mobile Phase an der Deckplatte kon-
densiert. In solchen Fillen geniigt es aber, die Deckplatte
durch kurzes Auflegen der Hand etwas zu erwidrmen. —
Randeffekte sind bei sorgfaltiger Montage praktisch ver-
meidbar.

C) Anwendung

‘Wir haben die beschriebene Methode am Testgemisch

von StaHL (Buttergelb, Sudanrot G und Indophenol) aus-
probiert und mit Erfolg zur Trennung innerhalb nach-
stehender Gruppen angewendet?8:
1. Leucin + Isoleucin. 2. N-(2, 4-Dinitrophenyl)-leucin +
N-(2, 4-Dinitrophenyl)-isoleucin + N-(2,4-Dinitrophenyl)-
norleucin. 3. N-(2, 4-Dinitrophenyl)-valin + N-(2, 4-Dini-
trophenyl)-norvalin. 4. O,N-Di-(2, 4-dinitrophenyl)-tyro-
sin 4 N, N’-Di-(2, 4-dinitrophenyl)-lysin®.
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Fig. 4. Deckplatte mit montiertemn Filterpapier.
Lingenrasse in mm,
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Fig. 5. Apparatur fiir durchlaufende Diinnschicht-Chromatographie:
Querschnitt und Aufsicht. Klammern {GK und MK) schematisch.

Natiirlich ist sie nicht auf diese Stoffklassen beschrinkt,
sondern ebenso universal anwendbar wie die durchlaufende
Papierchromatographie.

Die bei der anfsteigenden Methode so iiberaus wichtige?
Kammersédttigung ist hier chne Bedeutung. Man wird des-
halb diese Apparatur unter Umstinden auch dann be-
nutzen, wenn man zur Trennung nicht auf den Durchlauf
angewiesen ist.

Summary. The scope of thin layer chromatography has
been extended by developing a simple arrangement which
forces solvent fronts to run over. The method was success-
fully applied to the separation of closely interrelated and
otherwise hardly separable materials®.
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¢ Di-DNP-Tyr und Di-DNP-Lys sind im verwendeten Losungs-

mittelsystem durch normale Diinnschicht-Chromatographie nicht

trennbar?.

E. Stanr, Arch. Pharm. 292/64, 411 (1959).
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