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There  would  appea r  to  be no clear corre la t ion  be twe e n  
the  seve r i ty  of t he  h ypox i c  s t a t e  and  the  p reope ra t ive  
s t a t e  of the  lungs and  the  na tu r e  of the  cardiac  lesion. 
Thus  we have  been  forced to cons ider  fac tors  o the r  t h a n  
pre -ex is t ing  mechan ica l  damage.  

The seve r i ty  of t he  pos tope ra t i ve  hypox ic  s t a t e  could 
v a r y  wi th  such  fac tors  as: (1) t h e  h i s tocompa t ib i l i t y  of 
whi te  b lood ceils and  the  lungs of t he  per fused  p a t i e n t ;  
(2) the  age of blood used to  pr ime the  p u m p s ;  (3) t he  
du ra t ion  of the  perfus ion by  t h e  ex t racorporea l  p u m p s ;  
(4) t he  p reope ra t ive  s t a t e  of  t h e  lungs;  (5) the  p reopera -  
t ive  s t a t e  of the  co rona ry  circulat ion.  

The spon taneous  recovery ,  we believe, is due  to  t he  
des t ruc t ion  of t he  i nvad ing  p l a sma  cells b y  the  defences  
of t he  hos t  and  also to  t he  resolut ion of the  oedema  
caused  p a r t l y  by  the  p l a sma  cells and  pa r t l y  b y  the  
general  effect  of t he  ex t racorporea l  perfus ion m. 

Zusammen/assung. Bei Pa t i en t en ,  bei  welchen  ein 
ex t r ako rpora l e r  Blutkre is lauf  durchgef i ih r t  wurde,  f anden  
sich in den  L u n g e n  grosse Mengen  yon  Plasmazel len .  Bei 

Ben i i t zung  yon  f r i schem h o m o l o g e m  t31ut fiir die Ingang-  
se tzung  des ex t r ako rpora l en  Kreis laufes  sche inen  die 
P lasmaze l len  des Spende rb lu t e s  in den Lungen  sch~di- 
gend  zu wirken.  Sie k6nnen  mSglicherweise ffir Kapil lar-  
sch~digungen  und  S t6 rungen  des no rma len  Gasaus- 
t ausches  v e r a n t w o r t l i c h  g e m a c h t  warden.  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Polyzona le  D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e .  
C h r o m a t o g r a p h i s c h e  F l i e s s m i t t e l e n t m i s c h u n g  

und ihre A n w e n d u n g  zur  T r e n n u n g  von  
S u b s t a n z g e m i s c h e n  

I. Tell : Duozonale Diinnschichtchromatographie, 
Theorie und Praxis 

Diinnsch ich t -  (DC) und  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  (PC) 
un te r sche iden  sich yon  ande ren  Chroma tog raph ie rve r -  
f ah ren  wesent l ich  dadurch ,  dass  das t rockene  Sorp t ions-  
mi t t e l  e rs t  wi ihrend des Trennprozesses  mi t  dam Fliess- 
mi t t e l  in Ber i ih rung  k o m m t .  Es  b e s t e h t  also anfangs  kein 
Gle ichgewicht  zwischen s ta t ionXrer  und  mobi ler  Phase ,  
u n d  desha lb  er leidet  ein m e h r k o m p o n e n t i g e s  F l iessmi t te l  
be im E ind r ingen  in die Schicht  zwangslAufig eine teil-  
weise E n t m i s c h u n g .  Diese E r sche inung  ist  yon  der  PC 
her  w o h l b e k a n n t  x-~. E in  e n t s p r e c h e n d e r  Vorgang  b i lde t  
die Basis  der  F ron t a l ana ly se  10 nach  TISELIUS n-~5. 

Die E n t m i s c h u n g  m a c h t  s ich besonders  deut l ich  be-  
merkbar ,  wenn  das F l iessmi t te l  - z. B. ein binAres Gemisch 
- K o m p o n e n t e n  von  deut l ich  ve r sch iedener  Po la r i t~ t  en t -  
h~ilt. Das  So rp t ionsmi t t e l  n i m m t  v o m  e in s t rSmenden  
F l iessmi t te l  be ide  K o m p o n e n t e n  bis zur  E ins te l lung  des 
jeweil igen lokalen Gleichgewichts  zwischen mobi ler  und  
s ta t ion/ i rer  Phase  auf. Wel l  dabei  die polarere  t ( omp o -  
n e n t e  bevo rzug t  abgefangen  wird,  e n t s t e h t  allmXhlich 
h in t e r  de r  F l i e s smi t t e l f ron t  (a-Front)  ein sich s te t ig  er- 
we i t e rnde r  Bereich (a-Zone), der  n u t  noch  die weniger  
polare  F l i e s s m i t t e l k o mponen t e  enth/i l t .  Nach  h in t en  ist 
die a-Zone d u t c h  eine {t-Front gegen eine fl-Zone abge-  
grenzt ,  welche das  F l iessmi t te l  in seiner  ursprf ingl ichen 
Z u s a m m e n s e t z u n g  enth~tlt und  welche bis zum E in t auch -  
spiegel zurt ickreicht .  Da  aus d e m  Fl iessmi t te lbeh/ i l te r  
s t~ndig  fr isches F l iessmi t te l  n a c h s t r 6 m t ,  e rwei te r t  sich 
auch  die fl-Zone. Die ~Vanderungsgeschwindigkei t  der  
f l -Front  ist  gegenfiber  der jen igen  der  a - F r o n t  u m  einen 

k o n s t a n t e n  Verz6gerungs fak to r  kBX6 kleiner.  Es  is t  des- 
ha lb  in j edem Ze i tpunk t  

Dis tanz  Eintauchspiegel - f l -  F r o n t  

Dis tanz  E i n t a u c h s p i e g e l - a - F r o n t  
= h/~. (1) 

Die durch  k B gekennze ichne te  Lage der  f l -Front  ist  ffir 
ein gegebenes  Sorp t ionsmi t t e l  u n d  eine gegebene qualita- 
t ive  F l i e s s m i t t e l z u s a m m e n s e t z u n g  eine F u n k t i o n  des 

a E. C. MARTIN et al., J. Chromatogr. lO, 338, 347 (1963). 
H. G. BUNGENBERG DE JONG und J. Tm HOOGEVEEN, Proe. 
Aead. Sei. (Amsterdam) 64 B, 18, 167, 183 (1961). 

3 j .  BOUZKOVA, M. HEJTM~.NEK und I. VAVRUCIf, Coll. Czech. Chem. 
Comm. 22, 1219 (1957). 

4 F. H. POLLARD, J. F. W. McOMIE und D. J. JoNEs, J. chem. Soc. 
7955, 4337. 

s K. MACEK, Chem. IAsty ,/8, 1181 (1954). 
n G. KOWKARAgY und H. G. CAssxnv, Anal. Chem. 2d, 643 (1952). 
7 R. MUNIER, M. MACHEBOEUF und N. CHERBIER, Bull. Soc. Chim. 

biol. 3J, 204 (1952). 
s H. G. BOMAN, Nature 170, 703 (1952). 

M. LEDERER, Nature 162, 776 (1948). 
10 Beider  Frontalanalyse bringt man zun~ichst die Chromatogra- 

phiers~iulc ins Gleichgewieht mit dam L6sungsmittel und 1/isst 
dann eine verdtinnte L6sung des Substanzgemisches solange hin- 
durchlaufen, bis die Substanzkonzentration (Brechungsindex) im 
$/iuleneinlauf und Sfiulenauslauf identisch wird. Jede Kompo- 
nente des Substanzgemisehes verursacht eine StuJe im Diagramm 
*Brechungsindex gegen ausgeflossenes Volumen*. 

n A. TlSELIVS, Arkiv Kemi Mineral. Geol. lJ  B, Nr. 22 (1940). 
1-° S. CLAESSOt¢, Arkiv Kemi Mineral. Geol. 20 A, Nr. 3 (1945) ; 23 A, 

Nr. 1 (1946); 24 A, Nr. 7 (1946). 
la j .  GRIFFITHS, D. JAMES und C. PmLLIeS, Analyst 77, 897 (1952). 
14 A. KLINKENBERG und G. G. BAYLE, Rec. Tray. chim. Pays-Bas 

76, 593, 607 (1957). 
~ I. FATT und M. A. SELIM, J. phys. Chem. 63, 1641 (1959). 
18 POLLARD et al. * bentitzen hierffir das Symbol R~, BOVZROV£ et 

al. 3 das Symbol A. 



15. I. 1965 Brevi eomunieazioni - Brief Reports 51 

Mischungsverhgltnisses. Der experlmentell feststeilbare 
Zusammenhang wird durch Beziehung (2) dargestelit: 

l o g ( ~ - p - - l ) = x - ~ I o g c ,  (2) 

wobei ~ sowie ¢ Konstanten sind undc  die Konzentration 
der polareren Fliessmittelkomponente in Molprozent be- 
deutetXL 

Eine Beziehung dieser Form lfisst sich unter gewissen 
vereinfachenden Annahmen auch aus der Freundlichschen 
Adsorptionsisotherme herleiten: Ein Fliessmittel aus 
einer st~irker (P) und einer schw.~cher polaren Kompo- 
nenten (Q), deren Weehselwirkung miteinander gering sei, 
mSge als ideale L6sung yon P in Q aufgefasst werden. 
Seine Zusammensetzung c werde dureh die Konzentration 
yon P in Mol/1 ausgedr/Jckt. Enth~tlt das Adsorbens tier 
~-Zone, das sich w~ihrend der Chromatographic mit die- 
sere Fliessmittel im Gleichgewicht befindet, pro Gewichts- 
einheit a Mole adsorbiertes P,  so giltl~: 

1 
a = c - - ,  ( 3 )  

n 

wobei 
a = Spezifische Belegungsdichte 

= Adsorptionskoeffizient yon P im L6sungsmit- 
tel 

c =  Gleichgewichtskonzentration (Mol/l) yon P, 
identisch mit ursprtinglicher Konzentration yon 
P im Fliessmittelbeh/ilter 

n = c o a s t  > 1. 

Die Laufstrecke der ~-Front betrage L cm und jene der 
fl-Front kBL era. In der Sorptionssehicht befindet sich 
daher t in  Fliessmittelfilm mit der L~tnge L era, der Breite 
B und der mittleren H6he H. Dieser Fliessmittelfilm ist 
inhomogen: Die Sorptionsschicht mit der I~nge kp L cm, 
der Breite B, der mittleren H6he h und dee Diehte d hat 
aus ihm (1 -- kS) L B H ~ Mole der Komponente P abge- 
fangen. Die Belegungsdichte betr~igt also 

(1-kp) L B H c  
a = k# L B h d (4) 

(4) in (3) eingesetzt ergibt nach Umformung 

h d x) . (5) log ( ~ - 1 ) =  l o g - - ~ - , ,  + ( 1 -  logo 

Schreibt man 1 - 1/n = ¢' und 

t ld 
log --if- + log~ ---- u ' ,  (6) 

so ergibt sieh unmittelbar dio formale Obereinstimmung 
yon (5) mit (2). Beachte den Unterschied im Konzentra- 
tionsmass I 

Wie man aus (2) ersieht, wird kp um so gr6sser, je 
gr6sser die Konzentration und je kleiner der Adsorptions- 
koeffizient [vgl. (6)] der polareren Komponente |st. Aus 
der Gleichung geht jedoch explizit nicht hervor, welchen 
Einfluss die als L6sungsmittel dienende unpolare Kompo- 
nente (vgl. dazu Tabelle I) und dee Aktivitli.tsgrad (z.B. 
Luftfeuehtigkeitl) der Schicht auf den Weft yon ks aus- 
iiben. Wghrend die Freundlichsehe Adsorptionsisotherme 
streng nur  fiir kleinere Konzentmtionen gilt, scheint Be- 
ziehung (2) in einem we|ten Konzentrationsbereieh an 
wendbar zu sein. Er erstreckt sich im System Benzol/ 
Pyridin yon 1 bis mindestens 42 Mol-% Pyridin (x = 0,6 
5, ~"----0,84) und im System Toluol/Eisessig yon 2 bis 
mindestens 32 Mol-% Eisessig (g = 0,91, ¢ = 0,82); diese 

Angaben beziehen sich auf Versucho be| 20 ° mit luft- 
trockenen Schiehten yon Kicselgel G ,Merck, (Strcichge- 
rgt Desaga, Schlitzbreite 0.25 ram; relative Luftfcuchtig- 
keit 40%) unter Verwendung der horizontalen Chromate- 
graphite technik~L Tabelle I soil eine Vorstellung yon 
der jeweiligen Lage der Entmisehungslinic einiger in der 
1)C verwemtbarer Systeme geben, lm Sinnv einer Faust- 
rcgel ergibt sich, dass die Konzentration yon P vervier- 
faeht werden muss, wenn h8 yon 0,4 auf 0,6 ansteigen soil. 

Die //-Front kann im allgemeinen leicht nathgewiesen 
werden: Spuren yon Verunreinigungen aus Schicht, Fii- 
terpapierbrtleke ~e oder Fliessmittel re | them sieh gern an 
dee Entmischungslinie an und htssen diese im Tageslieht 
dunkler erscheinen; sio k6nnen attch im UV lluoresziercn 
oder aber mit Sprllhreagenzien reagieren. Siedet dic po- 
larere Fliessmittelkomponente deutlich h6her als die weni- 
ger polare, so hebt sieh die /f-Zone beim Troeknen der 
Platte vort|bergehend merklieh ab. Basen- oder S~iuren- 
zonen werden durch soh)rtiges Besprfihen mit  Universal- 
indikatorl6sung erkannt. In jedem Fall aber ergibt sich 
die Lagc dee//-Front aus dem chromatographlschen Ver- 
halten gecigncter Substanzen (sieho Figur 2 und 3). 

Substai~erhalten nnd R/-IVerte be| duozonaler Diinn- 
schichtchromatographie. Um das Verhalten wm Substanzen 

Tabelle I. kfWerte etnlger l:ltesslnittcl aiis zwei l'~onll~menten, auf 
Kieselgel G ,Cil l i l I lgt (hifttrockene Phltten vor der Chronlatographie 
15 niin auf I10~C ¢i 'ht l l t).  l)as l l lolverhit l lnts der polai'cn i u r  un- 
txtiar¢ll l(onlponente betr~llt lewctl.~ l t l 0 ,  tli den etngeklitnilliCl'ien 
lleispielen 1[40, IL~ handelt sfeh nli l l '. 'tnlelexperhilente bet 15*C tn 

dee BN- l~.anuner I I  

Ullpolare nil Polare ml kfl 
|(mnpolienle ](olnponentc 

Benzol 88,7 n-llutylaeetat 13,2 0,68 
Benzol 88,7 n-Butylaeetat (3,3) (0,46) 
Benzol 88,7 l:ssigester 9,8 0,0! 
Benzol 88,7 Methylaeetat 8,0 0,58 
Benzol 88,7 Methyl/Ithylketon 8,9 0,54 
Benzol 88,7 MethylAthylketcm {2,2) (0,30) 
Benzol 88,7 Benzylalkoho| 10,3 0,47 
Benzol 88,7 I-l|utanol 9,4 0,46 
Benzol 88,7 $¢¢-l|utanol 9,2 0,47 
Benzol 88,7 n-Butanol 9,1 0,45 
Benzol 88,7 iso.Pn~lmnol 7,0 0,41 
Benzol 88,7 n-I~ropanol 7,5 0,39 
Beqzol 88,7 ,g.thanol 5,8 0,34 
Benzol 88,7 Methanol 4,0 0,27 
Cyelohexan 108 n-liutylacetat 13,2 0,b3 
Cyelohexan 108 1,2.1)ichlor~tthan 7,2 0t43 
Cyelohexail 108 F.ises.~tg 5,7 0,13 
1,2-Diehlof 
tithan 78,7 F.|sesslg 5,7 0,42 
n-Butylaeetat 132 l.'.ises~lg 5,7 0,51 

i7 Tabellen zur Umreehnung yon hp in log(l/kS - I) und umgekelwt 
findet mini, welm dazu k d - Rfund log{Ilk B -  1) - Rm geselzt 
wird, I. IL In I".. ST,ill., "DOnnschichl.Chroma'lographie (Spri,lger- 
Verlag, lletdclberg H.g-~2), p. 519, mid in 1. M. tl^ls mid K. M.~CItK, 
Handbuck dee Papierchromatographie (VEB Gustav Fisher Ver- 
lag, Jcna 1958), lid. I, p. 65. 

li |i. l:l~lctlslll.lcll, Z. phys. Chem. 57, 394 (1907). 
:* M. BaENslul und A. NliCD~rt~WtlCSER, i:.xper. 17, 237 (1961); elne 

entspreehende Apparatur tst unter dem Namen *BN-Kammer* 
im llandel erhaltlieh (Firma l)e~ga, lletdelberg). 

m Eine Filterpapierbrficke 0bertr/tgt bel ttilserer Chronmtographier- 
anordnung n die mobile Pha~ veto I:licssmttteltrog au! die Schicht. 
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zu ve r s t ehen ,  die in  e inem z w e i k o m p o n e n t i g e n  F l i essmi t -  
t e l  bei  k l e inem T r e n n k a m m e r v o l u m e n  1~ c h r o m a t o g r a -  
p h i e r t  werden ,  muss  m a n  s ieh  v o r  A u g e n  ha l t en ,  dass  de r  
S t a r t p u n k t  de r  S u b s t a n z  aus  t e c h n i s c h e n  G r t i n d e n  p r a k -  
t i s ch  nie m i t  de r  S t a r t l i n i e  des F t i e s smi t t e l s  ( E i n t a u c h -  
spiegel) z u s a m m e n f a l l e n  k a n n  (vgl. F i g u r  1). I m  M o m e n t ,  
d a  die F l i e s s m i t t e l f r o n t  au f  den  S u b s t a n z f l e c k e n  t r i f f t ,  
h a t  also die F l i e s s m i t t e l e n t m i s c h u n g  schon  e ingese tz t :  
d ie  v e r s c h i e d e n e n  F r o n t e n  ex i s t i e ren  berei ts ,  a u c h  w e n n  
i h r  A b s t a n d  noch  be l ieb ig  k le in  sein sollte.  Es  k a n n  n u n  
die S u b s t a n z  s chon  in  de r  ~-Zone oder  a u c h  e r s t  in  der  
fl-Zone w a n d e r n  (F igur  3). I m  e r s t e r en  Fal le  g ib t  es fol- 
gende  MSgl iehkei ten .  Die  S u b s t a n z  l~uf t :  

s chne l l e r  als die f i -F ron t  (Rf  > k/~, F i g u r  2, obe r s t e  F l ek -  
kenre ihe) ,  

in  k o n s t a n t e m  A b s t a n d  v o r  de r  f l -F ron t  (RI  = kp), 

l a n g s a m e r  als d ie  f l -F ron t  (Rf  < kB), 

~ i r d  abe r  n i c h t  e ingeho l t  (F igur  2, r e c h t e  Hitlfte,  zweit-  
u n d  d r i t t o b e r s t e  F leckenre ihe) ,  

w i rd  e ingeho l t  u n d  w a n d e r t  f o r t a n  m i t  de r  f l -Fron t  (F igur  
2, l inke  H~tlfte, Verdr~tngung!) ,  

w i rd  t iberhol t  u n d  w a n d e r t  f o r t a n  in  de r  fl-Zone (Figur  4, 
u n t e r s t e  u n d  mi t t l e r e  F leckenre ihe) .  

I n  F i g u r  1 s ind  drei  F l e c k e n p o s i t i o n e n  e ingeze ichne t ,  
die zu e i n e m  b e s t i m m t e n  Z e i t p u n k t  vor l i egen  k 6 n n e n .  Die  

i i  

d 

_ 1 i _ _ @  . . . .  

i' c 
- I T + - + - + t -  

Fig. 1 

,--~--~-Fronr 

---[~-Front 

--~--8tartpunkt 
-,~-EintauGh~piegel 

Verh~ l tn i s se  s ind be sonde r s  e infach ,  w e n n  de r  F leck  in 
de r  a -Zone  w a n d e r t  u n d  R f  ~_ k B. Wei l  de r  Subs tanzf leck  
wi ih rend  des  T rennprozes ses  n i c h t  y o n  de r  f l -F ron t  ein- 
geho l t  wird,  b l e i b t  de r  i m  z u s a m m e n g e s e t z t e n  Fl iessmit-  
te l  b e o b a c h t e t e  1Rf-Vv'ert b i s  z u m  V e r s u c h s a b b r u c h  gleich 
wie  der jen ige ,  den  m a n  f inde t ,  w e n n  die S u b s t a n z  nur 
m i t  de r  re inen ,  u n p o l a r e r e n  K o m p o n e n t e  des  Fliess- 
m i t t e l s  c h r o m a t o g r a p h i e r t  wird.  Tabe l t e  I I  belegt ,  dass 
A r t  u n d  K o n z e n t r a t i o n  de r  po la re ren  K o m p o n e n t e  keinen 
E in f luss  au f  ]Rf-~vVerte yon  S u b s t a n z e n  aus t iben ,  welche 
bis  z u m  V e r s u c h s a b b r u c h  ill de r  ~-Zone w a n d e r n .  Dies 
gi l t  a l le rd ings  n u r  u n t e r  de r  Voraus se t zung ,  dass  die po- 
lare  K o m p o n e n t e  n i c h t  sehr  le icht f l f icht ig  i s t  u n d  ein 

c~-Front 

~-rron! 

• l~-Zon~ 

J 
Einlauchspiegel 

Fig. 2 

cc-Fronl 6 

0 

ll-Fronl 

Fig. 3 

~ . B-Front 

Fig. 4 

Fig. 2-4. M6gliehes Substanzverhalten in Fllessmitteln aus zwei Kom. 
ponenten (sehematisch). Zur Staffelung der Startpunkte vgl. Text. 
Von alien Startpunkten aus, die zur gleiehen Diagonalen geh6ren, 

wird das gleiehe Substanzgemiseh chromatographiert. 

Tabelle II. Bei Chromatographie in mehrkomponentigen Fliessmitteln verhalten sich die Substanzen, solange sie in der 0~-Zone wandem, 
genau wie in der reinen, unpolarsten Fliessmittelkomponente: Die Rf-W'erte einiger 2,4-Dinitrophenylamine ver~indern sieh nicht, wenn man 

dem Fliessmittel Benzol, Pyridin und Eisessig als polare Komponettten zusetzt 

Fliessmit telzusammensetzung k/~ aRf-Werte a yon 
Benzol Pyr[din Eisessig DNP- DNP- DNP-n- DNP-n- DNP-n- 

Methylamin ~thylamin Propylamin Butylamin Amylamia 

i00 0 0 - 0,29 0,39 0,47 0,52 0,56 
95 5 0 0,48 0,30 0,41 0,48 0,54 0,58 
90 10 0 0,62 0,29 0,39 0,47 0,52 0,57 
80 20 0 0,75 0,46 0,56 
60 40 0 0,84 0,28 0,39 0,46 0,52 0,57 
80 20 2 0,75 0,46 0,56 

a Rf-Werte wie fiblich auf die ce-Front bezogen. Angegeben sind Mittelwerte aus jeweils 3 Einzclmcssungen. BN-Kammer 1~, horizontale 
Technik; lufttrockenes Kieselgel G C~lerck*, t e l  Luftfeuehtigkeit 40% bei 20°C. z$ = 14 era; s o wurde bei Substanzen mit Rf <7 k/~ so gross 
gew~ihlt, dass die fl-Front die Fleeken bis zum Versuchsabbruch nicht iiberholen konnte. 
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kleines T rennkammervo lumen  vorliegt.  - Wenn Rf ~: k~, 
so ergib t  s ich anhand  yon Figur  I fiir den Abstand d 
zwischen Fleck  und ]/-Front 

d = s o (1 -- h~) = const. 

| s t  d zuf~llig sehr klein, so mag die nahe ]/-Zone die 
Wanderung  des Flecks beeinflussen. Ein Einfluss | s t  ins- 
besondere dann zu erwarten,  wenn die polarere Fiiess- 
mi t t e lkomponen te  wesentlich st/irker eluiert  als die weni- 
ger  polare:  er ~iussert sich darin, dass der Quot ient  

dbeobachtet 
S o (1 - k~) 

gr6sser als 1 wird. Be |  unserer Chromatogr;lphicranord- 
nung (bedeckto P la t te  ~) und Fliessmittelkomponenten 
mi t  Siedepunkten > 700 |s t  dies in der Regel erst be|  
d < 4 mm nachweisbar.  Wi t  sehen darin einen ltinweis0 
dass der  Konzontra t ionsgradient  an der ]/-Front sehr 
steil |st.  

Das Bild wird komplizierter,  wenn Rf < k~. FAn Fleck, 
der  in der  ~-Zone~vandert ,  wird zu demjenigen Zei tpunkt  
yon der  ] / -Front  eingeholt,  da das Verh~ltnis 

s o Distanz Eintauchspiegel  - Star t  
= - -  = (7) 

z! Distanz EintauchspiegeI - , ,-Front 

den  Wer t  q~ = (k a -  ICd)/(1 - Rf) erreicht hat. Von n u n  ;t~ 
wander t  die Substanz nicht mehr  unabhiingig yon dcr 
]/-Zone (Figur  2 und 4), lhre Wanderungsgeschwindig- 
keit  i indert  sich beim Auftreffen der fl-Front sprunghaft,  
und zwar nicht  nur  wegen des Unterschieds der Fliess- 
mit te lgeschwindigkei t  vor  und hinter  tier /1M:ront. Mit 
der  Ztnderung der  Fl iessmit telzusammensetzung ergibt 
sich n~mlich eine Anderung des Verteilungskoeffizienten, 
und infolgedessen ist der nunmehr  gitltige Rf-Wert  ire - 
ta rda t ion  factorl)  nicht  mi t  dem urspriinglichen, fiir die 
Subs tanzwanderung in der ~-Zone ma~ssgeblichen Rf- 
Wer t  identisch. Wir  unterscheiden zweckm~ssig ein ~Rf 
und #Rf ~ und begniigen uns hier mit  der l)efinition 

OR f = Substanzweg in der ~-Zone 
Substanzweg in der ]/-Zone + l) istanz Fleck-]/-Front 

(~) 

Das effekt ive  Substanzverhal ten  in Abhiingigkeit yon 
den Chromatographierbedingungen (Abmessungen des 
Chromatogramms)  lii.sst sich hier am besten dureh die An- 
gabe des totalen Substanzweges S_o beschreiberl; die 
Indices ~t, /7 sollen die ,gemischtel  %~ anderung in der a- 
und fl-Zone andeuten.  Man findet bei 13eniitzung yon 
Figur  1 t inter Beriicksichtigung der Bedingungen 

1 - =Rf 
k~ > ' I { ~ ,  zf > s o k~-~-Rf 

k# (=Rf + #Rf - ~Rf ~I{ o - =Rf 
S~# = #l{f k# z! k# - aqlf s o (9) 

wobei nach (7): s o = ~ z I . 

Der  unterhalb  der  ~-Front  gelege Tell yon l:igur 4 
entspr ieht  einer graphischen Darsteilung yon (9), Indem 
ein gegebenes Substanzgemisch mehrfaeh aul  ein und 
derselben P la t t e  von S ta r tpunkten  aus chromatogra-  
phier t  wird, die auf einer schrligen I.inie, z. I3. miner 
Pla t tendiagonalen,  liegen, erzielt  man bei konstantem ~/. 
in einfacher  Weise eine Variat ion yon so bzw. ~ (7). 

Au~chliesslichc Fleckenwanderung in der  ]/-Zone 
macht  dic Vcrhtlitnisse wicder tlbersichtlichcr und | s t  
dana  zu erwarten,  wenn cine Substanz fitr ilas Fliess- 
mit tel  der  ~t-Zone zu polar | s t  (~R[ = 0). Appliziert  man 
ein entsprechendes Substanzgemisch auf  mehrere Star t -  
punkte I~ngs einer I ' la t tendiagonalen,  so rc~ultiert nach 
tier Chrom;ltographie clas in Figur 3 gezcigto Bild, Man 
beachte, iI,~ss die I~ige dcr ]/-Front als Schni t tpunkt  yon 
Gcraden dcliniert  |st ,  auf dcnen Substanzcn glcicher 
Wanderungsgeschwindigkeit  sitzen {chromatographische 
Identifizierung einer l ' ront) .  - Die ~- l ' ron t  | s t  hier zu 
keinem Zcitpunkt  r ichtiger Bezugsort fllr die Rf-Messung; 
tier ina tUrl iche ,  l lezugsort  | s t  d i e / l -F ron t ,  nnd entspre-  
chend berechnete Rf-Werte  werden zwcckm~ssiR als ~tlif 
bezeichnct s:, 

Es ist nun wichtig, die  Veandermlgsstrecke S D eines 
solchen nur der ]/-Wandurung unterworfenen Flecks £est- 
zuhalten und insbesondere dic q~.Alihtlngigkeit yon Sp 
mit  jener wm S_.  zu vcrgleichen, Man findet aus .(9) 
oder be|  llenlltzul~l°g vim Figur 1 unter  l leri lcksichtigung 
tier liledingungen I R f  ~:. 0, :g. > so(I/k~) 

SO = CRf k~ .': - #RI so, ( I O) 

wobui nach (7): I o ~, II~ lit. l ' igiir  3 enLsliricht einer I r a  - 
phischen l i a r s te l l ung  yon (10). 

Au~ t ier  Gegenl tbers te lh ln  I vein (9) l ind  (10) und  cbenso 
ti l ls e iner  ( ) l lc r l t lger i l l lg  ( i : i l u r  $) der  i : i gu r  3 l ind  4 e r l i b t  
sieii, tli lss I ; leckenl lOSit ionen vtm Suhstanzen,  d ie sich 
nach (9) bzw, F i l u r  4 verhi l l ten0 l e l e n t l b e r  F lecken-  
posi th)nen yon  sl l lchen S i i l )s tan len,  d io sich ni lch (10) 
bzw. F igu r  3 ver l la l len0 versc i i i cbbar  l i nd ,  i i i dcm man  tr 
bzw. s o verlhlttert, Eipl¢ rrndelung lsOill $o t~eriinderf somit 
den Trenne//ekt. Im i 'alle ties Schemi~,l nach Fight  5 | s t  
es offensichtiich am bcstcn, wenn wm dcm lnit  e inem 
Pfeil Ix~zeichnetcn S ta r tpunkt  aus chromatograph |e r r  
wird. 

0 0 0 o ° ° !  0 0 ° m  

i • | :  | i 
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~Einlauchspiegel 

Fig. 5, Die "|'l~litigtlll~ 1st elile Fili lktlon Villi ~ [Dcflil l ik)ll slelie {7)l. 
l)ie opthliale i.ale ch~, Sl i l r tpluiklel  t,~t lhirch chicn Pfell llezelchnet. 
l lei liaChfolgelidrn [tliltllWllt~itltgl.ll Ti~llllUllgl'll desslqllen [ i l l l -  

flilnlg~llit.~hl~l bedtelil ninn ~lch i l t i . ~  i:.rllihriilil~. 

s| M. I~,RKNNKR, A, ~II~IDKRWIR,'3E#, (;. I)AT^KI u .d  R. WKIiKr, in 
F.. STAnIt,, i)finnschicht.('hromatogr,phi¢ {Sprhlger.Verlilg, Ileidel. 
berg IS~)2), p, 119, 

st C. G, lloslw, i~lm twrh:hiet lit [Idv. chinl. Acta .16, 1732'(1¢~'),,1) 
fiber verKc'blliehe Trc'IIIII/¢T~IIICII{ ~ %'oil l°|'¢':~l[llcmi,'~h Sttlll|* |,i 
I~etl~llathrrlpl-lhltllilol (8:2) si~wlr yon I.tptdRenlischen in 
CllCl l f l i leOl l l i tsO fflS:2,$:4I bet Vel'WellduilR dor l)esaga S- 
Klnulicl'. l)el" (irund fl lr ll~hle Mh~rhlhle t>~t tlli~il~rrr An~tclil ltlwh 
t:lteo~nit t lrh, l i t 1 lit.~.h un It. 



54 Ilr~ves communications - Kurze Mitteilungen EXPERIENTIA XXI]l 

Bei Verwendung zweikomponentiger Fliessmittel laufen 
gelegentlich mehrere Substanzen mit  der Entmischungs- 
linie und bleiben dann ungetrennt (vgl. Figur 2 und 3)~*. 
Die Elutionskraft  der mobilen Phase steigt offenbar an 
der r -Fron t  zu stark an. Man muss in solchen F~llen ein 
Fliessmittel wXhlen, dessen Komponenten sich nicht so 
stark in ihrer PolaritNt unterscheiden (versuchsweise such 
die reine, unpolarere Komponente verwenden!), oder 
eine sehr leichtfl/iehtige polare Komponente (z. 13. Me- 
thylenchlorid, _~ther, Methylformiat) einfiikren bzw. 
Trennkammervolumen vergri3ssern (Verwischung der r- 
Front  durch Konzentrationsausgleich fiber die Dampf- 
phase) oder aber zu vielkomponentigen Fliessmitteln 

/ibergehen. Wir beschr/inken uns im nachfotgenden II. 
Teil auf eine Untersuchung dieser dritten M6glichkeit. 

(Fortsetzung: vide Exper.,  vol. X X I ,  fasc. 2 (1965), 

A. NIEDER~rlESER gs und M. BRENNER 

Institut [fir Organische Chemie der Universitiit Basel 
(Schweiz), 28. Mai 1964. 

Gegenw/irtige Adresse: Forschungslabor der Neurologischen Uni- 
versit~itsklinik Basel (Sehweiz). 

A Medium to Demonstrate  the Ligninolyt ic  
Activity of some Fungi  

Techniques for easily and rapidly demonstrating the 
ability of a microorganism to break down wood or its indi- 
vidual constituents are of economic and theoretical sig- 
nificance. Although there are several methods l,e for 
rapidly determining the cellulolytie activities of micro- 
organisms, using relatively unaltered cellulose as a sub- 
strafe, few techniques exist for determining their lignin- 
olytic abilities. This is probably because of the difficulty 
of readily obtaining unaltered lignin, due to its usually 
close association with cellulose in plant material. 

SoRENSEN ~ prepared lignin by chemical extraction 
from pine and spruce wood flour; he incorporated this in 
solid media and was able to determine the ligninolytic 
activities of bacteria by their ability to clear the resultant 
opaque media. The technique used to extract  the tignin 
rather precludes the adoption of this clear-cut method 
for routine use. 

Methods which have been used to determine the lignin- 
olytic activities of fungi have usually relied either on the 
gross form of the rot  produced, or on chemical analysis of 
the attacked wood, or on the production of polyphenol 
oxidases, which are often produced by ligninolytic Basi- 
diomycetes. 

In the method to be described, ball-milled beech (Fagus 
sylvatiea L.) sawdust is used as the major carbon source 
in an agar medium; this is similar to the method of 
EGalNS and PtmH ~ to determine the cellulolytic activities 
of fungi by the use of ball-milled cotton cellulose. The 
resultant medium is fawn and opaque and sets in Petri 
dishes with the ball-milled wood particles evenly distrib- 
uted. The ability of a Iungal culture to break down lignin 
(as well as cellulose and hemicelluloses) is shown by its 
clearing of the medium, which can usually be observed 
within fourteen days from inoculation. As it  is con- 
sidered 4 tha t  ligninolytic fungi are usually cellulolytic as 
well, the presence of cellulose in the medium is not a 
marked disadvantage. 

The medium has the following constituents: ammonium 
sulphate 0.5 g; L-asparagine 0.5 g; potassium dihydrogen 
phosphate t.0 g; potassium chloride 0.5 g; crystalline 
magnesium sulphate 0.2 g; calcium chloride 0.1 g; ball- 
milled beechwood 10 g; water to 1 1. The beechwood is 
prepared by bMl-milling for 96 h a 40/0 suspension in 

water of sawdust (which has been passed through a sieve 
of aperture 0.15 ram). This suspension of ball-milled 
beechwood sawdust is added to the other constituents of 
the medium after they have been steamed and before 
autoclaving for 20 rain at 10 lb pressure. The final pH of 
the medium is 5.0. 

A number of known ligninolyfic Basidiomycetes, e.g. 
Peniophora gigantea (Fr.) Massee, Polystictus sanguineus 
(L.) Mey, P. versicolor (Linn.) Fr. and Lenzites trabea 
(Pers.) Fr., have produced complete clearing of the 
medium showing tha t  they are ligninolytic as well as 
celtulolytic; such fungi may  also be shown to be cellulo- 
lyric when grown on the ball-milled cotton cellulose 
medium ~. 

Although the effect of ball-milling on the association of 
lignin and cellulose has not yet  been determined, it is con- 
sidered that  this technique may be of use in studying the 
deterioration by fungi of wood species in general; it may- 
also be of use in toxici ty testing of wood preservatives. 

Zusammen/assung. Es wird hier eine neue Methode an- 
gefiihrt, um die holzaufl6sende F~higkeit einiger Pilze zu 
bestimmen. Ein milchiges, homogenes Agarmedium wird 
hergestellt, indem man kugelgemahlenes ~uchens~gemehl 
als haupts~chliche Kohtenstoffquelle benutzt.  ~Venn man 
in dieses Medium bestimmte holzzerstOrende Pilze ein- 
pflanzt, wird sowohl ihre holzspaltende als such ihre 
zellulosezerst6rende Wirkung dadurch gezeigt, dass das 
Medium unter  dem Wurzelgeflecht sich aufkl/ixt. 

H. O. W. EGGINS 

Department o~ Biological Sciences, College o/ Advanced 
Technology, Birmingham (England), August 14. 196,f. 
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