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PRO EXPERIMENTIS

Polyzonale Diinnschichtchromatographie.
Chromatographische Fliessmittelentmischung
und ihre Anwendung zur Trennung von
Substanzgemischen

11. Teil: Polyzonale Diunnschichichromatographie®

Ersetzt man den polareren Anteil eines zweikompo-
nentigen Fliessmittels durch eine Mischung mehrerer
Losungsmittel dhnlicher Polaritit, wie sie etwa in einer
homologen Reihe gegeben sind, so wird die Unstetigkeit
in der Elutionskraft der mobilen Phase in mehrere,
kleinere Stufen zerlegt, da die einzelnen Komponenten
zwar &hnliche, aber doch nicht gleiche Adsorptions-
koeffizienten aufweisen und deshalb vom Adsorbens ver-
schieden stark festgehalten werden. Die bei zweikompo-
nentigen Fliessmitteln hiufig mit blossem Auge oder im
UV-Licht sichtbare Entmischungslinie splittert auf; die
einzelnen Zonengrenzen sind in der Regel nicht mehr ohne
weiteres erkennbar. Ein aus # Komponenten bestehendes
Fliessmittel liefert insgesamt # Zonen («, §, y...w-Zone),
die durch (» — 1)-Fronten (B, y...w-Front) voneinander
getrennt sind. Substanzpaare, welche sich im zwei- oder
dreikomponentigen Fliessmittel mit einer Entmischungs-
linie bewegten und daher nicht getrennt wurden, haben
jetzt eher Gelegenheit, auseinanderzuwandern (Figur 6
und 7).

Substanzpaare mit sehr dhnlichen Rif-Werten in der
o- und f-Zone kénnen auf eine y-, - oder w-Zone stossen,
in der sich die Rf-Werte soweit unterscheiden, dass eine
Trennung erfolgt (Figur 9 und 10). Wie im iibrigen
mehrere Beispiele zeigen (Figur 6-11), wandern bei poly-
zonaler Diinnschichtchromatographie mit ansteigender
Startlinie einzelne Substanzen einer Mischung in giinsti-
gen Fillen auf einzelnen Parallelen zur Fliessmittelfront.
Dies beruht auf Verdringung. Die Flecken sind quer
zur Fliessrichtung schmal, weisen somit eine hohe Sub-
stanzdichte auf und sind deshalb besonders leicht sicht-
bar. Die polyzonale Technik ist daher sowohl in der
Analytik vorteilhaft, da die Nachweisempfindlichkeit ge-
geniiber der herkommlichen Arbeitsweise betrichtlich
zunehmen kann, als auch bei halbpriparativen Arbeiten
(dicke Schichten), weil die zu eluierenden Substanzen auf
kleinstem Raum zusammengedringt sind#. — Auch bei
vielkomponentigen Fliessmitteln bewahrt die ansteigende
Startlinie ihren Wert. Figur 8 und 10 illustrieren dies be-
sonders deutlich.

Zur Wahl des Fliessmittels. Im allgemeinen eignen sich
Mischungen aus dquimolaren Mengen der ersten Glieder
homologer Reihen besser fiir Fliessmittel zur polyzonalen
Chromatographie als solche hdherer Glieder (vgl. Tabelle
1*). Zwei Komponenten, die vom Adsorbens fast gleich
stark festgehalten werden, wirken praktisch ebenso wie
Konzentrationsverdoppelung der einen und Weglassung
der anderen Komponente. Mischungen von Isomeren
bringen daher als Fliessmittelkomponenten in der Regel
keinen Vorteil. Andererseits schaden sie auch nicht. Es
wire also unverniinftig, fiir polyzonale Chromatographie
nur Ausserst reine Losungsmittel zu vérwenden. Unter der
Voraussetzung, dass die chemische Zusammensetzung
bei verschiedenen Lieferungen konstant bleibt, kénnen
unter Umstinden auch sogenannte technische Lésungs-
mittel Verwendung finden.

Man bereitet sich z.B. folgende Mischungen (in Mol-
verhiltnissen!). (1) Kohlenwasserstoffe: Petrolither, Ben-
zol, Toluol. (2) Chlorierte Kohlenwasserstoffe®*t: Methylen-
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Fig. 7 polyzonal

Verbesserung des Trenneffekies durch polysonale Arbeitsweise. Chro-
matogramme von Mischungen, enthaltend in 0,5 ul je 1 ug 2,4-
Dinitrophenol (1), DNP-Valin (II), DNP-Alanin (1I1), DNP-Glycin
(IV) und Di-DNP-Histidin (V). Kieselgel G, aktivierte Schichten (30
min bei 110°). BN-Kammer?!®, oberes Drittel mit a-Front in der UV-
Photokopie weggeschnitten. + Startpunkte. Fliessmitlel. Figur 6:
Chloroform/Methanol/Eisessig (95:5:1 v/v). Figur 7: Chloroform/sn-
Butanol/s-Propanol/A thanol/Methanol/ Propionsaure/Eisessig/ Amei-
sensiure (95:1,25:1,25:1,25:1,25:0,33:0,33:0,33 v/v).

* 1. Teil, siche Exper. 21, fasc. 1, 50 (1965).

1-12 Giehe Exper. 27, fasc. 1, 50 (1965).

3 Das hier Ausgeflihrte gilt fast ohne Einschrinkung auch fiir dic
«Fuchs-Siuler. Die horizontale Siulenchromatographie nach H.
Daun und H. Fucus (Helv. chim. Acta 45, 261 (1962)) arbeitet
bekanntlich unserem Verfahren!® genau analog.

4 Beachte: chlorierte Kohlenwasserstoffe sind meistens mit einigen
Prozenten Alkohol stabilisiert, welcher durch einfaches Destil-
lieren nicht entfernt werden kann!



106

chiorid, Athylenchlorid, Chloroform, Tetrachlorkohlen-
stoff. (3) Ather: Dioxan, Didthylather, lsopropylither.
(4) Ester: Methylacetat, Athylacetat, #-Propylacetat, #-
Butylacetat. (5) Kefone: Aceton, Methyldthylketon, Di-
ithylketon, Cyclohexanon. (6) Alkokole: Methanol,
Athanol, n-Propanol, n-Butanol. (7) Sduren: Ameisen-
sdure, Eisessig, Propionsiure. (8) Basen: Tridthylamin,
Dibutylamin, Pyrrolidin, Piperidin, Pyridin. (9) « Polave
Mischungr: Dimethylformamid, Dimethylacetamid, Di-
methylsulfoxid.

Diese fertigen Mischungen lassen sich beliebig zu Fliess-
mitteln kombinieren. Man legt zweckmissig eine unpo-
lare, reine Komponente vor, in welcher sich nur wenige
Substanzen der zu trennenden Probe chromatographieren
lassen, und fiigt nur kleine Anteile der obigen Mischungen
hinzu. Jede neu hinzukommende polare Komponente
verdringt nidmlich bei der Chromatographie die weniger
polaren Fliessmittelkomponenten teilweise, so dass die
Entmischungslinien, welche deren Ausbreitung nach vorn
begrenzen, immer ndher an die vorderste Fliessmittelfront
gedriangt werden. Anzustreben ist aber gewdShnlich ein
Fliessmittel, bei welchem sich die Entmischungslinien
regelmissig liber die ganze Laufstrecke verteilen. Je ver-
schiedenartiger die zu trennende Substanzprobe zusam-
mengesetzt ist, desto grésser muss der Polaritdtsumfang
der verwendeten Fliessmittelkomponente werden: Sehr
polare Fliessmittelkomponenten sind nétig, um stark ad-
sorbierte Substanzen vom Startpunkt zu losen; sollen
trotzdem unpolare Substanzen nicht mit der vordersten
Front wandern, so kann als «Fliessmittel-Grundlage» nur
ein entsprechend unpolares Ldsungsmittel dienen. Im
Gegensatz dazu muss der durch die Fliessmittelznsam-
mensetzung festgelegte Gradient so flach wie moglich
werden, wenn Isomere getrennt werden sollen: Flecken
solcher Substanzen miissen daher in eine cinzige Zone zu
liegen kommen. Falls nicht gleichzeitig noch andere Sub-
stanzen anwesend sind, ist hier polyzonale Chromato-
graphie fehl am Platz. Isomere werden am besten durch
Elution, polare und unpolare Verbindungen enthaltende
Mischungen hingegen durch Verdringung {polyzonal) ge-
trennt.
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Flg. 8. Einfluss von @ auf die Trenngiite. Gleiche Chromatogramme

wie in Figur 7, jedoch lufttrockene Schicht (rel. Luftfeuchtigkeit

65%). + Startpunkt. Optimale Trennung im Chromatogramm mit
dem drittuntersten Startpunkt, wobei g = 0,27,
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Rf-Wert-Angaben, Da das Verhiltnis Rf = Laufstrecke
der Substanz/Strecke Start-vorderste Fliessmittelfront
bei polyzonaler Diinnschichtchromatographie keine Kon-
stante mehr ist, sondern in der Regel stark von ¢ abhingt,

2
§r
4 i@
il it amahspregst

duczonal

a.-Front

[’.‘-'Fr ont
§-Front

€L \'\':*.uJ'.st-ai:.’_i

polyzonal

Fig. 9 und 10. Vergleich duozonaler und polyzonaler Diinnschicht-
chromatogramme. Chromatogramme von Mischungen, enthaltend in
0,5 ul je 1 ug der 2,4-Dinitrophenyl-Derivate folgender Amine bzw.
Aminosiduren: #-Amylamin (1), »~Butylamin (2}, s-Propylamin {3},
Athylamin (4), Methylamin (5), Tyramin {6), Leucin (7}, Methionin
(8), Prolin (9}, Hydroxyprolin (10) und Glutamin (11). Kieselgel G
«Mercks, lufttrockene Schichten (rel. Luftfeuchtigkeit 50%). BN-
Kammer!®, UV-Photokopie, Fliessmittel. Figur 9: Isopropylither/Eis-
essig {100:2 wvfv). Figur 10: Isopropylither/Propionsiure/Fis-
essig/Ameisensdure (100:0,66:0,66:0,66 v/v}.
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ist es notig, ausser Rf-Werten auch ¢ anzugeben, und
gweckmissig, bei Routineanalysen ¢ zu standardisieren,
z.B. mit Hilfe einer Schablone. Dem indirekten Vergleich
iiber Rf-Werte ist ein direkter chromatographischer Ver-
gleich zweier Substanzen in jedem Fall vorzuziehen. Im
Interesse der Reproduzierbarkeit sollten auch nur Platten
verwendet werden, die unter gleichen Bedingungen ge-
trocknet sind (Luftfeuchtigkeit bzw. Ofentemperatur und
Erhitzungsdauer sowie Aufbewahrung beachtent).
Apparatives. Es ist leicht einzusehen, dass eine mit
Fliessmitteldampf gleichmissig gesattigte Trennkammer-
atmosphire der Fliessmittelentmischung entgegenwirken
muss®. Die Grenzen zwischen den entstandenen Zonen
verschiedener Zusammensetzung werden durch Diffusion
aus dem Gasraum verwischt, und auch die polarste Kom-
ponente kann aus dem Dampfraum in die vorderste, un-
polarste Zone gelangen. Der Konzentrationsausgleich aus
der Dampfphase wird um so stirker, je leichter fliichtig
die polare Komponente, je grosser der Gasraum iiber der
Diinnschicht und je linger die Schicht der Einwirkung
der Dampfphase ausgesetzt ist. Konvektion infolge
schwankender Raumtemperatur oder vertikaler Dichte-
gradienten (stehende Platten) wirkt in derselben Richtung.
Voraussetzung fiiv eine gezielte Ausniitzung der Fliessmitlel-
entmischung ist also, dass die Versuchsanovdnung den
storenden Einfluss der Tvennkammeratmosphire moglichst
weitgehend zuriickdringt. Wiv bewniilzen dahey fiiv unsere

Fig. 11, Polyzonale Trennung eines Farbstoffgemisches. Jeweils 0,5-2
mg der folgenden Handelspriparate wurden gemischt und in 1 ml
Aceton gelost. Aufgetragen wurde jeweils 1 ul dieser Losung. I Su-
danschwarz B {Merck), IT Artisilblau BSQ (Ciba), 11 Eosin {Merck),
IV Fluoreszein (Merck), V Artisilblaugriin (Ciba), VI Brillantcresyl-
blau (Riedel) und VII Acridinorange (Fluka). Lufttrockene Kieselgel
G-Schicht vor der Chromatographie 15 min bei 110° aktiviert.
BN-Kammer®. Photographie: Doppelbelichtung in Tageslicht und
UV (250 + 360 mu). Fliessmittel. CHCl [Diathylather/Ester/Alko-
hole/S&uren/ «Polare Mischung» (35:5:5:4:4:2 v[v); wobei Ester:
Methylacetat/Athylacetat/n-Butylacetat {40:49:66 v/v); Alkchole:
Methanol/Athanol/n-Propanol/n-Butanol (40:58:75:92 v/v); Sau-
ren: Ameisensiure/Eisessig/Propionsiure (38:57:73 v/v); «Polare
Mischungs: Dimethylformamid/Dimethylacetamid/Dimethylsulfoxid
(1:1:1 vfv)
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Versuche die ursprimglich zur hovisonialen Durchiauf-
chromatographie entwickelle +bedechte Platter'®, Deren
Leistungsfihigkeit gegentiber der aufsteigenden Technik
in der Desaga-Trennkammer {200 x 200 mm) ergibt sich
aus Figur 12 und 13,

Fig. 12

Fig. 12, Ein Reaktionsgemisch (Peptid-Derivate, Nachweis mit
Chlor/Tolidin), Fig. 13. Tinctura valerianae conc. (Nachweis mit
109% SbCl, in Chloroform),

Polyxonale Dunnschichickromatographie bei Meinem baw. grossem
Trennkammervolumen, Figur 12 und 13 zeigen jewells links Chro-
matogramme in der BN- Kammer?® und rechts solche in der DESAGA-
Treankammer (21 x 21 x 9 cm, mit Kammersdttigung). Beachie Be-
einirdchtigung des Tremnefjektes bei grosssm Tremnhammervolumen
{jewesls rechis}! Fliessmittel, Figur 12; Chloroform/Essigester/i-Buta-
nol/Methanol/Wasser (80:40:20:30:8 v/jv), Figur 13: Petrol-
ither/Tetrachlorkohlenstoff/Chloroform{Methylenchlorid/Isopropyl-
ither/Essigester/Methanol/Aceton (20:10:10:10:40:20:10:8 v/v),
Kieselgel G +Mercks, aktivierte Schichten (30 min bel 110°).

Fig. 13

Summary. A solvent mixture penetrating a dry column,
e.g. a thin layer, of a polar adsorbent is subject to a chro-
matographic demixing process which is due to preferen-
tial adsorption of the more polar components from the
solvent mixture. Zones of varying solvent composition
are formed along the column.

The first part of this paper deals with the case of two
component mixtures and presents a discussion of the in-
fluence of the demixing phenomenon on chromatographic
substance migration. It is shown that substance separa-
tion is governed, inter alia, by a magnitude ¢, which
represents the ratio of the length of run of the solvent
prior to substance migration to the total length of run of
the solvent. There are cases where substance migration is
due to a displacement rather than an elution mechanism,
These are characterized by a typical spot deformation
with concomitant high substance concentration at the
site of the spot, and thus provide fora particularly low
limit of substance detection.

2 In der Papierchromatographie wurde dieser Vorgang schon ein-
gehend untersucht®,

2 Herrn Dr. H. R. BoLriger danken wir fiir die Ausfithrung der
kombinierten UV/Tageslicht-Photographie {Figur 11}, Herm Dr,
M. SCHEER fiir wertvolle Anregungen.
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In the second part of the paper these principles are in
practice extended to the use of multicomponent solvents,
and the superiority of polyzonal over duozonal TLC is
demonstrated. Polyzonal TLC is particularly useful for
the direct chromatographic separation of mixtures com-
prising substances of highly different polarities. Chroma-
tographic solvent demixing is counteracted by diffusion
from and convection within the gas phase of the chro-
matographic chamber. Therefore, best results in polyzonal
TLC are obtained when the horizontal covered plate tech-
nique® is used. For preparative separations based on the

The Location of Microelectrode Tips
in Nervous Tissues

In a previous paper we described the responses of cells
in the cat cerebellar cortex to iontophoretically applied
cholinergic drugs!. Because of the difficulties associated
with identification of the area within which units were
recorded, it was necessary to have a technique for placing
small lesions in the cerebellar cortex that could be identi-
fied at the end of the experiment.

When using multibarrelled micropipettes, one barrel
can conveniently be set aside for a lesion-making sub-
stance or else the substance can be incorporated in the
recording barrel. Selected units can be defined by passing
out the marker after recording from them, thus forming a
small but histologically detectable lesion. Although a
variety of techniques for locating the position of micro-
electrode tips has been described, none of these has been
widely accepted?. We were unable to locate the position
of electrode tips with any certainty after applying 90 V
DC or 240 V AC to a barrel containing silver nitrate and
treating the sections with ammonium sulphide3. Likewise
attempts to pass silver nitrate by pressure were unsuc-
cessful. A complex anion of copper and citrate is claimed
to be superior to simple salts of heavy metals, such as
lead and mercury, in causing lesions by the coagulation
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polyzonal principle, the use of the Fuchs column?® is
suggested.

A. NiEpErRWIESER? und M. BRENNER

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Basel
(Schweiz), 28. Mai 1964.

2 Gegenwirtige Adresse: Forschungslabor der Neurologischen Uni-
versitdtsklinik Basel {Schweiz).

of protein, since use of the latter is frequentily associated
with the formation of a ‘cap’ at the electrode tip and con-
sequently an inhibition of current flow?. We found, how-
ever, that in granule cell layer of cat cerebellum this solu-
tion produced lesions too large (300-800 u) for our pur-
poses, and in molecular layer or white matter it had little
marking action. '

A series of trials has led us to conclude that the ionto-
phoretic application of hydrogen ion from a barrel con-
taining hydrochloric acid invariably results in the forma-
tion, in granule cell or molecular layers, of discrete
lesions, the diameter of which varies from 50 u depending
on the strength and duration of the current used for
iontophoresis. Lesions in white matter were more diffuse.
Acid-formed lesions do not ‘cap’ the electrode, and are
little disturbed by further passage of the microelectrode,
so that many marks can be left in one electrode track.

Figure A (i and ii) show columns of lesions in cat cere-
bral cortex and indicate the relationship of lesion size to

1 1. McCaxnce and J. W. PuiLris, Exper. 20, 217 (1964).

2 Y. GaLirrer and T. Szaso, Nature (Lond.) 1588, 1033 (1960).

3 T. Oikawa, T. Ocawa, and K. Motokawa, J. Neurophysiol. 22,
102 (1959).
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Fig. A. Two tracks, showing acid formed lesions, in the lateral gyrus
of cat cerebral cortex. Strength and duration of electrophoretic
currents indicated. Stained with Cresyl Fast Violet.



