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P R O  E X P E R I M E N T I S  

P o l y z o n a l e  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  

u n d  i h r e  A n w e n d u n ~  z u r  T r e n n u n g  v o n  
S u b s t a n z g e m i s c h e n  

I I .  Te l l :  Polyzonale D~nnschichtchromatograpMe* 

Erse tz t  man  den polareren Ante i l  eines zweikompo- 
nent igen Fl iessmit te ls  durch eine Mischung mehrerer  
L6sungsmi t te l  ~ihnlicher Polarit~it, wie sie e twa  in einer 
homologen  Reihe  gegeben sind, so wird die Unste t igkei t  
in der  E lu t ionskra f t  der  mobi len Phase  in mehrcre. 
kleinere Stufen zerlegt,  da  die e inzelnen Komponen ten  
zwar  Rhnliche, aber  doch nicht  gleiche Adsorptions- 
koeff iz ienten ~ufweisen und  deshalb  v o m  Adsorbens ver-  
schieden s ta rk  fes tgehal ten werden.  Die bei zweikompo- 
nent igen  Fl iessmit te ln  hiiufig mi t  blossem Auge oder im 
UV-Lich t  s ichtbare  Entmischungs l in ie  spl i t ter t  auf; die 
einzelnen Zonengrenzen sind in der  Regel  nicht  mehr  ohne 
weiteres erkennbar .  E in  aus n Komponen ten  bestehendes 
Fl iessmi t te l  l iefert  insgesamt  n Zonen (~, fl, ~ . . .  w-Zone), 
die durch  ( n -  1)-Fronten (fl, 7 . . . w - F r o n t )  voneinander  
ge t renn t  sind. Subs tanzpaare ,  welche sich im zwei- oder  
d re ikomponent igen  Fl iessmi t te l  mi t  einer Entmischungs-  
linie bewegten  und daher  nicht  ge t renn t  wurden,  haben 
j e t z t  eher  Gelegenheit ,  ause inanderzuwandern  (Figur 6 
und  7). 

Subs tanzpaare  m i t  sehr  i ihnlichen Rf -Wer ten  in der 
m- und  fl-Zone kOnnen auf  eine ~-, ~- oder  ~o-Zone stossen, 
in der  sich die Rf -Wer t e  soweit  unterscheiden,  dass eine 
T rennung  erfolgt  (Figur  9 und 10). Wie im fibrigen 
mehrere  Beispiele zeigen (Figur  6-11), wandern  bei poly- 
zonaler  Di innsch ich tchromatograph ie  mi t  ansteigender 
Star t l in ie  einzelne Subs tanzen  einer Mischung in gfinsti- 
gen FAllen auf  einzelnen Paral le len zur  Fliessmittelfront .  
Dies be ruh t  auf  Verdr/ ingung.  Die Flecken sind quer  
zur Fl iessr ichtung schmal,  weisen somit  eine hohe Sub- 
s tanzd ich te  auf  und sind deshalb besonders leicht sicht- 
bar.  Die  polyzonale  Technik  ist  daher  sowohl in der 
Ana ly t i k  vor te i lhaf t ,  da  die Nachweisempfindl ichkei t  ge- 
gentiber der  he rk~mmlichen  Arbeitsweise betr~chtl ich 
zunehmen  kann,  als auch bei ha lbpr~para t iven  Arbei ten 
(dicke Schichten),  well  die zu eluierenden Substanzen auf 
k le ins tem R a u m  zusammengedr i ing t  sind 23. - Auch bei 
v ie lkomponent igen  Fl iessmi t te ln  bewahr t  die ansteigende 
Star t l in ie  ihren Wert .  F igur  8 und 10 il lustrieren dies be- 
sonders deutl ich.  

Zur Wahl des Fliessmittels. I m  al lgemeinen eignen sich 
Mischungen aus Rquimolaren Mengen der er~ten Glieder 
homologer  Reihen  besser ffir Fl iessmit te l  zur polyzonalen 
Chromatograph ie  als solche h6herer  Glieder (vgl. Tabelle 
I*). Zwei Komponen ten ,  die v o m  Adsorbens fast gleich 
s tark  fes tgehal ten werden, wirken prakt isch ebenso wie 
Konzen t ra t ionsve rdoppe lung  der  einen und Weglassung 
der  anderen  Komponen te .  Mischungen von Isomeren 
br ingen daher  als F l iessmi t te lkomponenten  in der  Regel 
keinen Vorteil .  Anderersei ts  schaden sie auch nicht. Es 
ware also unverni inf t ig ,  ffir polyzonale  Chromatographie  
nur  itusserst reine L6sungsmi t te l  zu verwenden.  Unter  der 
Voraussetzung,  dass die chemische Zusammensetzung 
bei verschiedenen Lieferungen kons tan t  bleibt, k6nnen 
un te r  UmstAnden  auch sogenannte  technische L6sungs- 
mi t te l  Verwendung  finden. 

Man bere i te t  sich z.B. folgende Mischungen (in Mol- 
verh~l tnissen l). (1) Kohlenwassersto]/e: PetroHither, Ben- 
zol, Toluol.  (2) Chlorierte Kohlenwasserslo//e ~*: Methylen- 
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Fig. 7 polyzonal 

Verbesserung des Trenne/lektes dutch polyzonal¢ Arbeilsweise. Chro- 
matogramme yon Misehungen, enthaltend in 0,5 /~i je 1 pg 2,4- 
Dinitrophenol (I}, DNP-Valin (II), DNP-Alanin (Ill), DNP-Glyein 
(IV) und Di-DNP-Histidin (V). Kieselgel G, aktivierte Sehiehten (30 
rain bei 1.1.0°). BN-Kammer x°, oberes Drittel mit ,,-Front in der UV- 
Photokopie weggesehnitten. + Startpunkte. Fliessmittel. Figur 6: 
Chloroform/Methanol/Eisessig (95 : 5:1. v/v). Figur 7 : Chloroform/n- 
Butanol/n-Propanol/Xthanol/Methanol/Propions.~urelEisessig/Amei. 

sens~iore (95 : 1,25 : 1,25: 1,25 : 1.,25 : 0,33 : 0,33 : 0,33 v/v). 

* I. Teil, siehe Exper. 21, fasc. 1, 50 (1965). 
l-is Siehe Exper. 21, fasc. 1, 50 (1965). 

Das hier Ausgefiihrte gilt fast ohne Einschr~inkung auch filr die 
*Fuchs-S~ule*. Die horizontale S'.iulenchromatographie nach H. 
DAHN und H. FucHs (Helv. ehim. Acta 45, 261. (1962)} arbeitet 
bekanntlich unserem Verfahren t0 genau analog. 

s4 Beachte: chloricrte Kohienwasserstoffe sind meistens mit einigen 
Prozenten Alkohol stabilisiert, welcher dutch einfaches Destil- 
lieren nicht entfernt werden kann[ 
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chlorid, )kthylenchlorid, Chloroform, Tetrachlorkohlen- 
stoff. (3) A'ther: Dioxan, Di~ithyl/~ther, Isopropylgther. 
(4) Ester: Methylacetat, hthylacetat ,  n-Propylacetat,  n- 
Butylaeetat.  (5) Ketone: Aeeton, Methyl/ithylketon, Di- 
/ithylketon, Cyclohexanon. (6) Alkokole: Methanol, 
Athanol, n-Propanol, n-Butanol. (7) Sduren: Ameisen- 
s~ure, Eisessig, Propionsi~ure. (8) Basen:  Trigthylamin, 
Dibutylamin, Pyrrolidin, Piperidin, Pyridin. (9) <~Polare 
Mischung~): Dimethylformamid, Dimethylacetamid, Di- 
methylsulfoxid. 

Diese fertigen Mischungen lassen sigh beliebig zu Fliess- 
mitteln kombinieren. Man legt zweekmgssig eine unpo- 
lare, reine Komponente vor, in welcher sich nur  wenige 
Substanzen der zu trennenden Probe chromatographieren 
lassen, und ftigt nur  kleine Anteile der obigen Mischungen 
hinztt. Jede neu hinzukommende polare Komponente 
verdr~ngt nRmlich bei der Chromatographie die weniger 
polaren Fliessmittelkomponenten teilweise, so dass die 
Entmischungslinien, welche deren Ausbreitung nach vorn 
begrenzen, immer ngher an die vorderste Fliessmittelfront 
gedr/ingt werden. Anzustreben ist aber gewOhnlich ein 
Fliessmittel, bei welehem sich die Entmischungslinien 
regetm/issig fiber die ganze Laufstrecke verteilen. Je ver- 
sehiedenartiger die zu trennende Substanzprobe zusam- 
mengesetzt ist, desto gr6sser muss der Potarit~tsumfang 
der verwendeten Fliessmittelkomponente werden: Sehr 
polare Fliessmittelkomponenten sind n6tig, um stark ad- 
sorbierte Substanzen yore Star tpunkt  zu 10sen; sollen 
trotzdem unpolare Substanzen nicht mit  der vordersten 
Front  wandern, so kann als ,Fliessmittel-Grundlage~) nur  
ein entsprechend unpolares L6sungsmittel dienen. Im 
Gegensatz dazu muss der durch die Fliessmittelzusam- 
mensetzung festgelegte Gradient so flach wie m/Sglich 
werden, wenn Isomere getrennt werden sollen: Flecken 
solcher Substanzen mtissen daher in eine einzige 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 dutch 
Elution, potare und unpolare Verbindungen enthaltende 
Mischungen hingegen durch Verdr/ingung (polyzonal) ge- 
trennt.  

R[-Wert-Angaben.  Da das Verh~ltnis Rf = Laufstrecke 
der Substanz/Streeke Start-vorderste Fliessmitteltront 
bei polyzonaler Diinnschichtchromatographie keine Kon- 
stante mehr ist, sondern in der Regel stark yon q~ abh~ingt, 
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Fig. 8. Ein[luss yon qJ au] die Trenngi*te. Gleiehe Chromatogramme 
wie in Figur 7, jedoch tufttrockene Schicht (tel. LuItfeuehtigkeit 
65%). + Startpunkt. Optimale Trennung im Chromatogramm mit 

dem drittuntersten Startpunkt, wobei q0 = 0,27. 

polyzonal 

Fig. 9 urid 10. Vergleich duozonaler und polyzonaler D~innsckicht- 
chromatogramme. Chromatogramme yon Miscbungen, enthaltend in 
0,5 pt je 1/~g der 2,4-Dinitrophenyl-Derivate folgender Amine bzw. 
Aminos/iuren: n-Amylamin (1), n-Butylamin (2), n-Propylamin (3), 
~thylamin (4), Methylamiu (5), Tyramin (6), Leuein (7), Methionin 
(8), Prolin (9), Hydroxyprolin (10) und Glutamin (11). Kieselget G 
*Merck% lufttroekene Schichten (tel Luftfeuehtigkeit 50%). BN- 
Kammer TM, UV-Photokopie. Fliessmittel. Figur 9 : Isopropyl/ither/Eis- 
essig (100:2 v/v). Figur 10: IsopropylRther]Propions/iure]Eis- 

essig/Ameisens~iure (100:0,66:0,66:0,66 v/v). 
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ist es n6tig,  ausser Rf -Wer t en  auch ~0 anzugeben, und 
zweckmAssig, bei Rout ineana lysen  ~0 zu standardisieren, 
z.B. m i t  Hilfe  e iner  Schabtone.  Dem indirekten Vergleich 
iiber R f - W e r t e  ist  ein d i rek te r  chromatographiseher  Ver- 
gleieh zweier  Subs tanzen  in jedem Fal l  vorzuziehen. Im  
Interesse der  Reproduz ie rba rke i t  soll ten auch nu t  Plat ten 
verwendet  werden,  die un te r  gleichen Bedingungen ge- 
t rocknet  s ind (Luf t feucht igkei t  bzw. Ofentempera tur  und 
Erh i tzungsdauer  sowie Aufbewahrung  beachten!),  

Apparatives. Es  ist  le icht  einzusehen, dass eine mit  
Fl iessrni t te ldampI gleichm~ssig gesii t t igte Trennkammer-  
atmosphiire der  F l iessmi t te len tmischung  entgegenwirken 
muss *s. Die Grenzen  zwischen den ents tandenen Zonen 
verschiedener  Zusammense tzung  werden durch Diffusion 
aus dem Gas raum verwischt ,  und auch die polarste Kom- 
ponente  kann  aus d e m  D a m p f r a u m  in die vorderste,  un- 
polarste Zone gelangen.  Der  Konzentra t ionsausgle ich  aus 
der D a m p i p h a s e  wird u m  so starker ,  je  leichter ftiichtig 
die polare Komponen te ,  je  gr6sser der  Gasraum fiber der 
Diinnschicht  and  je  l~tnger die Schicht  der  Einwirkung 
der Darnpfphase  ausgesetz t  ist. Konvekt ion  infolge 
sehwankender  R a u m t e m p e r a t u r  oder  ver t ikaler  Dichte- 
gradienten (stehende Pla t ten)  wi rk t  in derselben Richtung. 
Voraussetzung ]iir eine gezielte .4 usni~tzung der Fliessmittel- 
entmis~hung ist also, dass die Versuchsanordnung den 
st6mnden Ei~]luss der Trennkammeratmosphiire m6glichst 
weitgehend zuriickdriingt. Wi t  beni~tzen daher ]iiv unseve 

Versuche die urspri~nglich gut I~orisontakn Durchlau~- 
chromatographic entwickelte ,bedcchla Platte, t*. Deren 
Leistungsf~higkeit gegentiber dot  aufsteigenden Teehaik 
in der Desaga-Trennkammer (200 × 200 ram) ergibt  sieh 
aus Figur 12 und 13".  

Fig. 12 Fill, 13 

Fig. 12. Ein Reaktionsgemiseh (Peptid-Derivate, Nl~hweis mtt 
Chlor/Tolidin), Fig, 13. Tinctur& valeflamte cone. (NIw, hwels mlt 

10% SbCI I in Chloroform), 

Polyzonale D~nnschicM~hromafograpkie bid l d c i ~  b~, 
Trennkamrnervolt~mctl. Figur 12 und 13 lel~n Jewellll l l~__k~_ Chl~ 
matogramme in der BN- Kammer lo und t~ehls iloltthe In dtrr DESAGA- 
Trennkammer {21 × 21 × 9 cm, mit Kammenalttigung}. B ~  B~ 
eintrdchtigung des rrcnnellekUs bai gratum T r t m ~ m m t v ~ d u ~  
(#weils red,ds)! Fliessmil~tl. Figur 12: Chloroform/Emflg~ttrg-Butll- 
nol/Methanol/Wasser (80:40:20:30:8 v/v). Figur 13: Petrol- 
ather/TetraehlorkohlenstoffIChloroformIMethylen©hloridllsopropyl- 
litherlEssigester/Methanol/Aeeton (20:10:10:10:40:20:10:5 vie). 

Kieselgel G *Merck,, aktivierte Sehtehten (30 rain bei 110"). 

Fig. 11. Polyzonale Trennung eines Farbsto/lgemisches. Jeweils 0,5-2 
mg der folgenden Handelspr~iparate wurden gemiseht und in 1 ml 
Aeeton gel6st. Aufgetragen wurde ]eweils 1/~.1 dieser L6sung. I Su- 
dansehwarz B (Merck), II Artisilblau BSQ (Ciba), III Eosin (Merck), 
IV Fluoreszein (Merck), V Artisilblaugrtin (Ciba), VI Brillantcresyl- 
blau (Riedel) und VII Aerldlnorange (Fluka). Lufttrockene Kieselgel 
G-Sehieht vor der Chromatographic 15 rain bei 110 ° aktiviert. 
BN-Kammer TM. Photographic: Doppelbelichtung in Tageslieht und 
UV (250 + 360 m/t). Fliessmittel. CHClalDfftthyl~ther/Ester/Alko- 
hole/SCiuren] , Polare MJschung~ (35 : 5 : 5 : 4 : 4: 2 v/v) ; wobei Ester: 
Methylacetat/~thylacetat[n-Butylacetat (40: 49:66 v/v) ; Alkohole: 
Methanol/~thanolln-Propanol/n-Butanol (40 : 58 : 75:92 v/v) ; S/iu- 
ren: Ameisens~ure[Eisessig/Propions~ture (38: 57: 73 v]v) ; * Polare 
Mischung,: Dirnethylformamid/Dimeth ylaeetamid/Dimet hylsulfoxid 

0:1:i v/v). 

Summary. A solvent mixture penetrat ing a dry  colunm, 
e.g. a thin layer, of a polar adsorbent is subject to a chro- 
matographic demixing process which is due to p r e | m n -  
tim 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 ease of two 
component mixtures and presents a discussion of the in- 
fluence of the demixing phenomenon on chromatographic 
substance migration. I t  is shown t imt substance •para.  
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 elation mechanism. 
These are characterized by a typical spot defommtion  
with concomitant  high substance concentration a t  the  
site of the spot, and thus provide for a particularly low 
limit of substance detection. 

ss tn tier Papierchromatographie wurde dicer Vorgnng ~hon eln- 
gehend untersueht s, 
Herrn Dr. H. R. BOLLIGER danken wir ftlr die Amtfilhrung der 
kombinierten UV/Tageslicht-Photographie (Figur I!), Herrn Dr. 
M. SC,EEa fiir wertvolle Anregungen. 
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I n  t he  second  p a r t  of t h e  p a p e r  these  p r inc ip les  a re  in  
p rac t i ce  e x t e n d e d  to  t h e  use  of m u l t i c o m p o n e n t  so lven t s ,  
a n d  t he  supe r io r i t y  of po lyzona l  ove r  d u o z o n a l  T L C  is 
d e m o n s t r a t e d .  Po lyzona l  TLC is p a r t i c u l a r l y  useful  for 
t h e  d i r ec t  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  of m i x t u r e s  com- 
pr is ing  s u b s t a n c e s  of  h i g h l y  d i f f e ren t  polar i t ies .  C h r o m a -  
t o g r a p h i c  so lven t  d e m i x i n g  is c o u n t e r a c t e d  b y  d i f fus ion  
f rom a n d  c o n v e c t i o n  w i t h i n  t h e  gas p h a s e  of  t h e  chro-  
m a t o g r a p h i c  c h a m b e r .  Therefore ,  b e s t  r e su l t s  in  po lyzona l  
TLC are  o b t a i n e d  w h e n  t h e  h o r i z o n t a l  cove red  p l a t e  t e ch -  
n ique  zB is used.  F o r  p r e p a r a t i v e  s e p a r a t i o n s  b a s e d  o n  t h e  

po lyzona l  pr inciple ,  t he  use  of  t h e  F u c h s  c o l u m n  i3 is 
sugges ted .  

A. ~'IEDERV¢IESER ~? und M. BRENNER 

Institut /i~r Organische Chemie der Universitiit Basel 
(Schweiz), 28. Mai t964. 

~; Gegenwfirtige Adresse: Forschungstabor der Neurologischen Uni- 
versit~tsklinik Basel (Schweiz). 

T h e  L o c a t i o n  of  M i c r o e l e c t r o d e  T i p s  
in N e r v o u s  T i s s u e s  

I n  a p rev ious  p a p e r  we descr ibed  t he  responses  of cells 
in  t h e  ca t  cerebe l la r  co r t ex  to  i o n t o p h o r e t i c a l l y  appl ied  
chol inerg ic  d rugs  z. Because  of t he  dif f icul t ies  assoc ia ted  
w i t h  i den t i f i ca t ion  of t h e  a rea  w i t h i n  w h i c h  u n i t s  were 
recorded ,  i t  was  necessa ry  to  h a v e  a t e c h n i q u e  for p lac ing  
smal l  lesions in t he  cerebel la r  co r t ex  t h a t  could  be  iden t i -  
fied a t  t he  end  of t h e  e x p e r i m e n t .  

W h e n  us ing  m u l t i b a r r e l l e d  mic rop ipe t t e s ,  one  b a r r e l  
c an  c o n v e n i e n t l y  be se t  as ide  for  a l e s ion -mak ing  sub-  
s t ance  or else t he  s u b s t a n c e  can  be  i n c o r p o r a t e d  in  t he  
record ing  barre l .  Selected un i t s  c an  be def ined  b y  pass ing  
o u t  t h e  m a r k e r  a f t e r  r ecord ing  f rom t h e m ,  t h u s  fo rming  a 
sma l l  b u t  h i s to log ica l ly  d e t e c t a b l e  lesion. A l t h o u g h  a 
v a r i e t y  of t e c h n i q u e s  for  loca t ing  t h e  pos i t ion  of micro-  
e lec t rode  t ips  ha s  been  descr ibed,  n o n e  of these  ha s  b e e n  
wide ly  accep t ed  z. W e  were u n a b l e  to  locate  t he  pos i t ion  
of e lec t rode  t ips  w i t h  a n y  c e r t a i n t y  a f t e r  a p p l y i n g  90 V 
DC or  240 V AC to  a ba r r e l  c o n t a i n i n g  s i lver  n i t r a t e  a n d  
t r e a t i n g  t he  sect ions  w i t h  a m m o n i u m  su lph ide  ~. Likewise  
a t t e m p t s  to  pass  s i lver  n i t r a t e  b y  p ressure  were unsuc -  
cessful.  A c o m p l e x  a n i o n  of c o p p e r  a n d  c i t r a t e  is c l a imed  
to be  super io r  to  s imple  sa l t s  of  h e a v y  meta ls ,  such  as 
lead a n d  mercu ry ,  in  caus ing  lesions b y  the  coagu la t i on  

of p ro te in ,  s ince use of the  l a t t e r  is f r e q u e n t l y  assoc ia ted  
w i t h  t h e  f o r m a t i o n  of a ' cap '  a t  t h e  e lec t rode  t i p  a n d  con- 
s e q u e n t l y  a n  i n h i b i t i o n  of c u r r e n t  f low s . W e  found ,  how- 
ever,  t h a t  in  g ranu le  cell layer  of c a t  ce rebe l lum th i s  solu- 
t ion  p roduced  lesions too  large  (300-800 /,) for our  pur -  
poses, a n d  in molecu la r  l aye r  or w h i t e  m a t t e r  i t  h a d  l i t t le  
m a r k i n g  ac t ion .  

A series of t r ia ls  h a s  led us to  conc lude  t h a t  t h e  ionto-  
p h o r e t i c  app l i ca t i on  of h y d r o g e n  ion f rom a ba r re l  con-  
t a i n i n g  h y d ro ch l o r i c  acid i n v a r i a b l y  resu l t s  in  t h e  fo rma-  
t ion ,  in  g ranu le  cell  or  mo lecu la r  layers,  of d iscre te  
lesions,  t h e  d i a m e t e r  of w h i c h  var ies  f rom 50/z d e p e n d i n g  
on  t h e  s t r e n g t h  a n d  d u r a t i o n  of t h e  c u r r e n t  used  for 
ion tophores i s .  Les ions  in  w h i t e  m a t t e r  were  more  diffuse. 
Ac id - fo rmed  lesions do n o t  ' cap '  t h e  e lec t rode ,  a n d  are 
l i t t l e  d i s t u r b e d  b y  f u r t h e r  passage  of t h e  microelect rode,  
so t h a t  m a n y  m a r k s  can  be  lef t  in  one  e lec t rode  t r ack .  

F igure  A (i a n d  ii) show co lumns  of lesions in c a t  cere- 
b r a l  co r t ex  a n d  ind ica t e  t h e  r e l a t i o n s h i p  of lesion size to 

X ]. McCANcE and J. W. PHZLLIS, Exper. 20, 217 (1964). 
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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. 


