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ERWEITERUNG DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHEN
TECHNIK DURCH FERTIGPRAPARATIONEN IN ROLLENFORM

H. HALPAATP unp H. BAUSCH
Chemische Forschung, E. Merck AG, Darmstadt (B.R.D.)

SUMMARY'
Extension of the thin-layer chromatography technique using prefabricated voll preparations

Prefabricated thin-layer chromatography (TLC) roll preparations are “ready-
for-use” layers of inorganic or organic adsorbents on a flexible support of passivated
aluminium or sealed polyester. They are available in rolls of 5 m by 20 cm. In addition
to the current methods, separations can be carried out on these ready-made products
by ascending development as well as by development on a rolled up foil of up to a
length of r m. The TLC technique with longer running distances offers advantages
for the separation of multiple mixtures, particularly of biochemical complexes, for
the quantitative determination and for the preparative isolation of the components.

Um die jeweiligen Vorziige der beiden zunichst getrennt voneinander ent-
wickelten Chromatographieformen an einer Fldche, nimlich der PC mit ihrem sofort
einsatzbereiten qualitativ hochwertigem Trigermaterial, das sich beschriften, im-
prignieren, schneiden und abheften lisst und das die Moéglichkeit zu vielseitiger, dabei
einfacher, auch absteigender Technik mit lingeren Laufstrecken gibt, und der DC
mit grosserer Auswahl an Adsorbentien, héherer Konzentrierung der Substanzen in
einem Fleck durch feinteiligeres Sorptionsmittel, mit der Widerstandsfihigkeit der
anorganischen Sorptionsschicht gegen aggressive Reagenzien, dadurch erhéhter und
vielseitigerer Nachweisempfindlichkeit, kiirzeren Entwicklungszeiten und gridsserer
Variationsmoéglichkeit hinsichtlich der verschiedenen Trennprinzipien miteinander zu
kombinieren, wurden zwei getrennte Wege beschritten. Von den Erfahrungen der
PC ausgehend wurden selbsttragende Schichten in Bogen-, FFolien- oder Rollenform
entwickelt, bei denen ein anorganisches Sorptionsmittel in Konzentrationen bis zu
609, bzw. bis zu 809, einem Geriistmaterial aus Cellulose-1-1® oder Glasfasern11-14
eingelagert ist, widhrend von den Erfahrungen der DC ausgehend ein Sortiment an
Fertigbeschichtungen anorganischer und organischer Sorptionsmittel in fast reiner
Form auf flexiblem Aluminium- oder Plastikmaterial in Folien- oder Rollenform ein-
gefithrt wurde.

Bei den DC-Alurollen bzw. den DC-Plastikrollen* handelt es sich um gebrauchs-

* Lieferanten: Anderman and Company Ltd., Toolcy Street, London S.I%, 1, Great Britain:
Brinckmann Instruments Inc., Westbury, N.Y. 11590, U.S.A.; E, Merck AG, 61 Darmstadt,
Postfach 4119, B.R.D.
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Fig. 1. Schneiden der DC-Alurolle bzw. der DC-Plastikrolle in Stiicke gewiinschter Grdsse.

fertige maschinell hergestellte Beschichtungen bewihrter anorganischer und orga-
nischer Sorptionsmittel auf einem 8o x4 starkem Band von passiviertem Aluminium
bzw. auf einem 19o u starkem Polyesterband mit polymerer anorganischer Ver-
siegelung?®.

Die 20 cm breite Rolle mit einer Nutzlinge von 5 m befindet sich in einer staub-
dichten Papp-Faltschachtel. Zum Gebrauch zieht man die Einstecklasche aus dem
Bodenteil heraus, wobei das Ende der beschichteten Rolle 2—3 cm breit sichtbar wird,
die Rolle selbst aber noch fest in der Schachtel verschlossen ist. Zum Gebrauch hat
man nur das zur Chromatographie jeweils benttigte Stiick herauszuziehen—es lidsst
sich sehr leicht abrollen—und mit einer Schere mit méglichst scharfen Schneiden von
mindestens 10 cm Linge abzuschneiden (Fig. 1). Im Falle der Alurolle kann man die
bei der Lagerung gebogene Folie bereits wihrend des Abrollens durch einen leichten
Druck nach unten in eine plane Form bringen, ohne dass die Schicht verletzt wird.
Man kann dies aber auch nach dem Abschneiden durch leichtes Biegen {iber die Kante
eines Labortisches erreichen. Nach Entnahme des gewiinschten Streifens schiebt man
als Schutz fiir das Rollenende die Einstecklasche wieder in den Bodenteil der Schachtel.

Die Fertigbeschichtung in Rollenform erlaubt wie die PC vielseitige Trenn-
méglichkeiten ; neben den bisher bewihrten Methoden kénnen auch selten angewandte
und selbst neue DC-Techniken durchgefithrt werden. In der Besprechung verschie-
dener Trenntechniken méchten wir uns auf eindimensionale Trennungen beschrinken,
wobei nur ein einheitliches Sorptionsmittel, also keine Gradientenschicht16-20 zu-
grundegelegt ist und auch Fragen der Kammertypen2'-2, der Kammersittigung22-27,
der Schichtvorbeladung?2.28-32 ynd der Fliessmittelentmischung?®?® unberiicksichtigt
bleiben sollen. .
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Der Vorzug der mehrfach aufsteigenden Entwicklung, wobei man das gleiche
oder auch ein variierendes Fliessmittel verwendet, gegentiber der einfachen Ent-
w1cklung ist. unbestritten¢.3¢—40, Fiir die analytische Diinnschichtchromatographie
ist sie heute eine vielfach angewandte Methode, flir die praparatlve Schichtchromato-
graphie eine zwmgende Notwendigkeit4:42, Es erfolgt eine indirekte Vergrésserung
der Laufstrecke, bei der aber die Diffusion der Substanz in das Sorptionsmittel nicht
zunimmt, im Gegentexl sogar eine Kontraktion eintritt. Bei der Mehrfachentwicklung
ist ‘die Trennw1rkung von Substanzen mit tieferen Rp-Werten beglinstigt. Die Ver-
besserung der Trennwirkung durch Vergrésserung der Laufstrecke wird bei aufstei-
gender Technik auch dadurch erreicht, dass man das Fliessmittel in kontinuierlicher
Entwicklung am oberen Rand- abdunsten oder von einer lockeren Sorptionsschicht
aufsaugen lisstd3—48, .

Eine kontinuierliche DC lidsst sich fiir die Plattenformdte 20 cm X 20 cm be-
sonders leicht auch in horizontaler Entwicklung?? in Schmalkammern, z.B. der BN-
Kammer: (Desaga,)“’"‘1 und der Vario-KS-Kammer (Camag)52:58 durchfiihren, indem
man -die" Fliissigkeit am Plattenende kontinuierlich evtl. unter Z uhilfenahme eines
Helzblockes abdampfen lisst. Man erreicht fiir Substanzen mit geringeren Rp-Werten
oft eine.bessere Trennung als durch mehrmaliges Entwickeln, wenn auch die Flecken
dxffuser ausgeblldet sind und die Nachweisgrenze infolgedessen hoher liegt.

Die DC in absteigender Enthcklung wird wohl in den Firmenschriften einiger
Geratehersteller mit angefiithrt, in der Praxis wird sie aber wegen der Schwierigkeit
der Fliessmitteliibertragung kaum angewendet. BIRKOFER e¢f al.5 trennten in ab-
steigender Durchlauf-DC in einer selbst entwickelten Versuchsanordnung an Poly-
acrylnitril-Perlon-Schichten auf Glasplatten in 6-stdg. Laufzeit mit gutem Erfolg
Anthocyanidine. HEIDEMANN ¢f al.55 konnten in absteigender Arbeitsweise in der
BN-Kammer in 7-stdg. Laufzeit an Kieselgel ein Extrakt aus Nylon 6.6 und in 36-
stdg. Laufzeit Cyclo-octa-e-aminocaproyl und Cyclo-hepta-g-aminocaproyl trennen.
MEHLITZ UND MINAS®® trennten in einer selbst entwickelten Anordnung in absteigender
Durchlauf-DC an Kieselgel Terpene, wobei sie die Fraktionen unmittelbar auffingen,
alsonicht abzukratzen und zu eluieren brauchten. In Kombination mit anschliessender
Gaschromatographie erzielten sie ausgezeichnete Trennungen. MISTRYUKOV®? fiihrte
einige Trennungen an losem Aluminiumoxid auf einer schwach geneigten Glasplatte
in absteigender Richtung durch. In dhnlicher Weise trennten REISERT UND ScCHU-
MACHERS®8 17-Ketosteroide aus Harn, indem sie an gipshaltigem Kieselgel auf Glas-
platten von 20 cm X 55 cm in schwach geneigter Stellung entwickelten. Sie erzielten
bessere Trennungen als nach dem Durchlaufverfahren in der BN-Kammer.

Absteigende DC-Trennungen auf beschichteten IFolien, also der der absteigen-
den PC analoge Vorgang wurden bisher nur ganz vereinzelt beschrieben. Koss UND
JERCHEL® verwendeten eine 0.1 mm starke, zuvor mit silikathaltigem Scheuermittel
hydrophil gemachte Aluminiumfolie mit einer Kieselgel-Stirke-Schicht zur Trennung
von Gallensduren in absteigender Entwicklung bei einer Laufzeit von 3 Std., in der
das Fliessmittel 45 cm weit gewandert war. QUESENBERRY ¢f a/.%® trennten an mit
Kieselgel beschichteten nicht handelstiblichen Polyesterfolien der Eastman Kodak
Company im Format 20 cm X 46 cm, die vor dem Gebrauch 2 Tage vorgewaschen
worden waren, in absteigender Entwicklung Dichlormethan-Leberextrakte von
weiblichen Méusen, denen zwdlf verschiedene Steroide zugesetzt worden waren. Sie
erzielten ausgezeichnete Ergebnisse; zwischen aufsteigender und absteigender Tech-
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Fig. 2. DC in absteigender Entwmklungstechmk (”Panglas"-Chroma.ta.nk Typ 300 der Firma
Shandon).

nik steliten sie in den Rp-Werten keine Unterschiede fest. RANDERATH UND RAN-
DERATH®! fithrten an selbst hergestellten PEI-Cellulose-Schichten auf Hart-PVC-
Folien in absteigender Technik Trennungen von nahe verwandten Nucleotiden mit
einem Borax-Borsdure—Athylenglykol-Wasser-Gemisch in 20 Std. durch. Die Tren-
nung dieser Nucleotide in absteigender kontinuierlicher Entwicklung an Papier
wiirde Laufzeiten von 3-7 Tagen erfordern.

Wie aus Fig. 2 ersichtlich, kénnen zur absteigenden DC bis zu einer Linge von
40-50 cm normale Ausriistungen fiir die absteigende PC benutzt werden. Wir selbst
verwenden mit gutem Erfolg einen 60 cm langen Chromatank der Firma Shandon,
wobei wir das Gefidss meist mit Filterpapier auskleiden und unter Sittigung arbeiten.
Man erkennt, dass die Alurolle unten etwas aufgerollt bleibt, so ldsst sich die wirksame
Laufstrecke iiber die Linge des Gefisses hinaus noch verlingern. In Fig. 3 ist rechts
eine absteigende Chromatographie in einem Glasrohr von 10 cm Durchmesser und
von I m Linge zu sehen, in das in den Deckel der Behilter fiir das Fliessmittel einge-
arbeitet ist. Der Folienstreifen ist mit einer Metallklammer nach unten gehalten. Zur
besseren Sittigung wurde auch in den Boden des Gefisses die Fliessmittelmischung
gegeben und wihrend der Chromatographie mit einem Magnetriihrer in Bewegung
gehalten. Daneben verwenden wir auch entsprechende Glasrohre von 6o cm und 8o cm
Lange. Papierchromatographische Trennungen in extralangen Tanks wurden von
KiMBALL ¢f al.%2 zur Trennung von Corticosteroiden in 16-stdg. Laufzeit benutzt.
Sie benutzten zylindrische Behilter von 30 cm Durchmesser und 120 cm Héhe, wobei
sie zur Tanksidttigung ein besonderes System der Fliessmittelzirkulation einbauten.
Fig. 4 zeigt einen Blick von oben in den Chromatank. Sowohl die Alufolie als auch die
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Fig. 3.." DC in ‘d.t')s‘t'e‘i'geﬂd‘erﬁ' Eﬁf@iéklﬁhgstéchn.ik; linke Seite Chromatank von 6o cm Linge;
rechte Seite Glasrohr von 1 m Linge.

Plastikfolie lassen sich ausgezeichnet biegen und so in den Fliissigkeitstrog einhidngen.
Es besteht nicht die geringste Gefahr einer Beschidigung der Schicht. Ein gewisser
Vorzug der Alufolie ist in diesem Falle darin zu sehen, dass die Alufolie die einmal
geformte Biegung beibehiilt, so dass man auf einen zusétzlichen Halt sogar verzichten
‘kann. ' :

Fig. 5 zeigt weitere Entwicklungstechniken. Neben einmaliger oder mehrmaliger
aufsteigender Entwicklung von 20 cm:X 20 cm Folien in ungeséttigten oder gesittig-
ten N- oder S-Kamrr}ern wurde in einer rechteckigen Trennkammer entwickelt, wie
man sie auch zur priparativen Schichtchromatographie mit .einem Einsatz fiir die
Plattenformate 20 cm X 40 cm verwendet; und zwar im Winkel von etwa 30° schrig
aufsteigend auf etwa 40 cm Linge. Dazu wurde ein Stiick einer Alurolle {iber eine
Glasplatte gelegt, oben und unten umgebogen und in das Gefiss eingestellt.

Daneben wird noch eine besonders einfache DC-Technik, nimlich eine rollen-
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Fig. 4. DC in absteigender Entwicklﬁngétechnik; Blick von oben in den Chromatank mit Fliess-
mitteltrog und DC-Alurolle.

Fig. 5. Weitere DC-Entwicklungstechniken; linke Seite rollenférmige Entwicklung an einer DC-
Alurolle; in der Mitte rollenfdrmige Entwicklung an ciner DC-Plastikrolle; rechte Seite schriig
aufsteigende Entwicklung von 4o cm Linge an einer DC-Alurolle.
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formige Entwicklung gezeigt, links an einer Alurolle, in der Mitte an einer Plastikrolle.
Dazu wird ein 30 cm bis r0o cm langes Stiick benutzt; das Auftragen der Substanzen
erfolgt in etwa 12 cm Héhe. Dann wird das Stiick mit der Schicht nach innen wie ein
Film eng aufgerollt, wobei die Rolle von zwei aufgeschnittenen Kunststoff- oder Glas-
rmgen im Durchmesser von 4 cm bis 8 cm gehalten wird, die an einer Seite evtl. mit
einer Stutze versehen sind. Das aus der Rolle herausragende Ende des Streifens wird
nun in ein gesittigtes oder ungesittigtes Normalgefiss emgestellt oder eingehingt,
wo esin das Fliessmittel eintaucht. Es scheint am giinstigsten zu sein, wenn die Start-
punkte im 1. Viertel der Rolle zu liegen kommen. Bei dieser rollenférmigen Ent-
wicklung wird eine grosse Sorptionsfliche auf kleinstem Raum gut gesidttigt unter-
gebracht. Der Nachteil, dass man widhrend der Entwicklung die Fliessmittelfront
nicht erkennen kann, lisst sich bei der transparenten Plastikfolie dadurch beheben,
dass man miit der Ldsungsmittelfront einen Farbstoff mitlaufen ldsst. Die Technik
der rollenférmigen Entwicklung war von der PC her bekannt und vereinzelt beschrie-

A Progesteron

C 1-Keto-progesteron
B 16- Meth{len-nolchstem
S-acet.
/ D Methyitestosteron
E 16-Methylen-Reichstein S
G Reichstein S
F 1a-Hydroxy-progesteron
i / H Prednison
l/

I Hydrocortison
/ K Prednisolon

f s |

FFig. 6. Steroid-Trennung bei verschiedenen DC-Entwicklungstechniken. Kiesclgel Fgg,.

ben worden®-%, Allen Beschreibungen gememsam waren kleine Spezialgefisse
(“Chromatocoil”, “Chromatobox’’), bei denen die Papierstreifen in einem Gestell aus
Aluminium, Stahl oder Kunststoff spiralférmig zum Teil unter Zwischenlegen einer
TFolie zum Schutz vor gegenseitiger Beriihrung der einzelnen Windungen eingelegt
waren. Die DC-Beschichtung in Rollenform bietet sich fiir diese rollenférmige Ent-
wicklung geradezu an. Daneben kénnen die flexiblen Alurollen oder Plastikrollen
natiirlich auch wie eine Manschette zusammengehalten und in eckigen oder runden

J. Chromatog., 48 (1970) 144-160



DC AUF FERTIGPRAPARATIONEN IN ROLLENFORM 151

Gefissen aufsteigend entwickelt werden. Durch die Innenbeschichtung ergibt sich so
eine besonders gute Sidttigung.

Einige Trennbeispiele sollen die Leistungsfihigkeit der verschiedenen DC-
Techniken erliutern und gegenseitig abgrenzen. Fig. 6 zeigt in masstabgetreuer Dar-
stellung die Trennung eines Gemisches von zehn Steroiden. Auf mit Kieselgel F,;,
beschichteten Aluminium- oder Polyesterfolien wurde mit Benzol-Methylidthylketon
(40:60) entwickelt, und zwar:

(I) Einmalige Entwicklung aufsteigend 20 cm hoch,
(I1) Zweimalige Entwicklung aufsteigend je 20 cm hoch,

(ITT) Einmalige Entwicklung schrig aufsteigend 40 cm hoch,

(IV) Einmalige Entwicklung absteigend im Chromatank.

Man erkennt, dass der jeweilige Abstand zwischen dem am stérksten hydrophilen und
dem am stédrksten lipophilen Steroid bei den verschiedenen Entwicklungstechniken

A Progesteron

B 11-Keto-progesteron

[+ 16-Meth¥Ien-Reichstein
S-aceta
D Methyltestosteron
30t
E 16-Methylen -Reichstein S
F Mua-Hydroxy-progesteron
G Reichstein S
v
- r—
. H Prednison
M
101
B
C,0

I Rydrocortison
/K Prednisolon

N
[o)

Laufstrecke cm

—
—
—_—
-}

Fig. 7. Steroid-Trennung bei verschiedenen DC-Entwicklungstechniken. Kiesclgel Fgy,, schnell
laufend (Kieselgel/Kieselgur).

zunimmt und zwar von 6.6 cm auf 9.0 cm, auf r12.5 cm und schliesslich auf 19.3 c¢m.
Nur in dem absteigenden Chromatogramm IV ist die Trennung der vier hydrophilen
Steroide erreicht und die der zwei Steroide mittlerer Polaritit angedeutet. Dagegen
ist die Trennung der vier lipophilen Steroide in dem Chromatogramm IV deutlich
ungiinstiger als im Chromatogram II und besonders im Chromatogram III.

Die Trennung des gleichen Steroidgemisches auf Kieselgel F,;, schnell laufend
(Kieselgel/Kieselgur) mit Chloroform—Methanol (g8:2) ldsst bei den vier Entwick-
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lungsarten (I) Einmalige Entwicklung aufsteigend 20 cm hoch, (I1) Zweimalige Ent-
wicklung aufsteigend je 20 cm hoch, (III) Einmalige Entwicklung schrig aufsteigend
40 cm hoch, (IV) Einmalige Entwicklung absteigend im Chromatank, die Steroide
weiter auseinanderlaufen (Fig. 7). Die Abstéinde zwischen dem Progesteron- und dem
Prednisolonfleck steigen bei den verschiedenen Entwicklungstechniken von 9.9 cm
auf 13.8 cm, auf 15.7 cm und schliesslich auf 32.5 cm an. Man erkennt bei der abstei-
genden Entwicklung die grésseren Abstinde zwischen den hydrophilen Steroiden
Prednisolon, Hydrocortison und Prednison. Auch die Trennung der lipophilen Steroide
Progesteron, ri-Keto-progesteron, 16-Methylen-Reichstein S-acetat und Methyl-
testosteron ist begiinstigt. Die schrig aufsteigende Entwicklung bietet mit Ausnahme
der besseren Abtrennung des Progesterons keinen Vorteil vor der zweimaligen Ent-
wicklung je 20 cm hoch.

{ Ley
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Phe
30
Tyr
- Ala
ser
Trp
20
£
v Gin
;
[ - Arg
&
=]
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Val {1s]
10[- Phe
Tyr
Ala
Ser
Trp X
- Gin His
Arg /
Asn - om
His -
PRS0 e E— —4 Sabys

T e 1 l

Fig. 8. Aminoséure-Trennung bei verschiedenen DC-Entwicklungstechniken, Cellulose.

Auch bei der Trennung von Aminosduren werden bei absteigender DC-Technik
grossere Substanzabstinde erzielt, wie aus der masstabgetreuen Darstellung der
Fig. 8 hervorgeht. Es wurde auf Celluloseschichten mit Athanol-Wasser (75:25) ent-
wickelt. Die Chromatogramme sind unter folgenden Bedingungen hergestellt:

(I) Einmalige Entwicklung aufsteigend 2o cm hoch,

(II) Zweimalige Entwicklung aufsteigend je 20 cm hoch,
(III) Einmalige Entwicklung schrig aufsteigend 40 cm hoch,
(IV) Einmalige Entwicklung absteigend im Chromatank,

(V) Einmalige Entwicklung absteigend im Glasrohr.
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Fig. 9. Spektralphotometrische Auswertung der Aminosiure-Trennung bei verschiedenen DC-
Entwicklungstechniken.

Die Abstdnde zwischen dem Cystin- und dem Leucinfleck betragen bei den verschie-
denen Entwicklungsarten 1r.3 cm bzw. r2.0 cm bzw. 19.1 cm bzw. 26.3 cm bzw.
35.8 cm. Die absteigende Entwicklung im Glasrohr fithrt zu noch weiteren Abstidnden
als im Chromatank. Der Vorteil grosserer Substanzabstinde zeigt sich besonders
deutlich bei der Auswertung der fiinf Chromatogramme im Chromatogramm-Spektral-
photometer durch Remissionsmessung bei A = 600 nm (Fig. g9). Nur bei absteigender
Entwicklung sind im Diagramm die Peaks der meisten Aminoséduren vollstindig von-
einander getrennt und daher gut messbar. Zur qualitativen Bestimmung einzelner
Aminoséduren geniigt allerdings hiufig eine einfache aufsteigende Entwicklung.

Als letztes Beispiel mag die Trennung von achtzehn lipophilen Farbstoffen auf
Kieselgel Iy, schnell laufend (Kieselgel/Kieselgur) mit Benzol-Chloroform (75:25)
angefithrt werden. Die in Fig. 10 gezeigten sechs Originalchromatogramme—bis zu
80 cm lang—sind unter folgenden Bedingungen hergestellt:

(I) Einmalige Entwicklung aufsteigend 20 cm hoch,
(IT) Zweimalige Entwicklung aufsteigend je 20 cm hoch,

(ITT) Einmalige Entwicklung schrig aufsteigend 40 cm hoch,

(IV) Einmalige Entwicklung absteigend im Chromatank,

(V) Einmalige Entwicklung absteigend im Glasrohr mit Stau am Folienende,

(VI) Rollenférmige Entwicklung.
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Fig. 10, Trenming lipophiler Farbstoffe bei verschiedenen DC-Entwicklungstechniken (Original-
chromatogramme).

Auffillig ist bei der rollenférmigen Entwicklung im unteren Teil eine typische Ver-
breiterung einiger Flecke bei gleichzeitiger Konzentrierung. Da die Schwarz—Weiss-
Wiedergabe nicht alle Farbstoffe erkennen lisst, sind die Trennverhiltnisse aus der
masstabgetreuen Darstellung der Fig. 11 im einzelnen besser tiberschaubar. Wihrend
bei den ersten vier Entwicklungsarten mit zunehmenden Laufstrecken auch die Ab-
stinde zwischen den einzelnen Farbstoffen ansteigen, sind bei der absteigenden Ent-
wicklung im Glasrobr und bei der rollenférmigen Entwicklung deutliche Abwei-
chungen feststellbar. Die Abweichung im Chromatogramm V am Streifenende im
Bereich der stark lipophilen Farbstoffe A~E erklirt sich aus einer Stauung des Fliess-
mittels. Das Chromatogramm war tiber Nacht auf einem Streifen, der nicht lang ge-
nug war, entwickelt worden, daher das nachtrigliche Zusammenschieben der betr.
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Fig, 11. Trennung von lipophilen Farbstoffen bei verschiedenen DC-Entwicklungstechniken,

Q Gelb
R Rotbraun

Substanzen. In dem gleichen Chromatogramm ist die Trennung der Farbstoffe I'-S
wesentlich besser als bei den iibrigen Chromatogrammen I-IV. Der bei der rollen-
férmigen Entwicklung im Bereich der Farbstoffe L.-P aufgetretene Stau, der eine
Verbreiterung, gleichzeitig aber eine Konzentrierung der IFlecke an dieser Stelle be-
wirkt, trat bei unseren Versuchsbedingungen fast regelmissig in der zweitdusseren
Windung auf. Die Griinde dafiir sind uns noch nicht bekannt, sie miissen durch weitere
Versuche, evtl. unter geringer Anderung der Bedingungen, ermittelt werden. Man er-
kennt, dass bei der rollenférmigen Entwicklung die Trennung aller Komponenten,
also der stdrker hydrophilen wie der stédrker lipophilen ausgezeichnet ist, was nicht
verwundert, wenn man bedenkt, dass die Chromatographie in stindig wechselnder
Richtung auf- und absteigend vor sich geht.

In den angefithrten Beispielen wurde bisher nur die Trennung bei den verschie-
denen Techniken bewertet, wihrend Laufzeiten und Fleckengrésse unberiicksichtigt
blieben. Wie Tabelle I zeigt, erhéhen sich bei einmaliger Entwicklung mit zunehmender
Laufstrecke des Fliessmittels auch die Laufzeiten, wobei die Art der Entwicklung,
also senkrecht oder schridg aufsteigend, absteigend oder rollenf6rmig weniger aus-
schlaggebend ist. Kurze Laufzeiten werden an Kieselgel schnell laufend (Kieselgel/
Kieselgur) erreicht, wihrend Celluloseschichten sehr lange Entwicklungszeiten er-
fordern. Laufzeiten von iiber 15 Std. sind im allgemeinen nicht hinderlich, da man
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TABELLE 1

LAUFZEITEN UND FLECKENGRYSSE BEI VERSCHIEDENEN DC-ENTWICKLUNGSTECHNIKEN UND
VERSCHIEDENEN SORPTIONSMITTELN

Sorptionsschicht Cellulose Kiesel- Kieselgel schnell laufend

gel (Kieselgel] ICieselgur)
Fliessmittel Hydro-  Lipophil Lipophil
phil
Lauf- Lauf- Lauf- Lauf- Flecken-
zeil zeit zeit strecke®™  grdsse®
(Std.) (Std.) (Sid.) (cm) (mm?)
Normal-Trennkammer
einmalige Entwicklung 20 cm 4 1-1.5 I 8 20
Normal-Trennkammer
zweimalige Entwicklung je
20 cm 8 2—3 1—-1.5 13 20
Rechteckige Trennkammer
Linge 43 cm; Breite 23 cm;
Hobhe 28 cm; einmalige Ent-
wicklung 40 cm 14 5 3 18 8o
Rechteckige Trennkammer .-
Linge 31 cm; Breite 21 ¢m;
v Hthe 60 cm; einmalige Ent-
wicklung 50 cm 20 6 4 25 110
Glasrohr
Linge 100 cm; Durchmesser
10 cm; einmalige Entwicklung
8o cm, 40 14 8 5t 150
@ Normal-Trennkammer
einmalige Entwicklung
40—-1I00 Ccm 20-60 10—30 5~15 46 200¢

% Des roten Farbstoffes I7,
b Des roten Farbstoffes I bei jeweils gleicher Auftragsmenge.
¢ Bei 15 stdg. Laufzeit.

sich den Vorteil der Entwicklung tiber Nacht zunutze machen kann. Mit der Laufzeit
bzw. der Laufstrecke erhtht sich durch steigende Diffusion der Substanz in dem
Sorptionsmittel auch die Fleckengrésse, wodurch die Trennung und die Nachweis-
empfindlichkeit gemindert werden. Den Vorteil einer Fleckenkontraktion durch
zwei- oder mehrmaliges Entwickeln kann man sich bei nur einmaliger Entwicklung
nicht zunutze machen. Die bessere Trennwirkung durch lingere Laufstrecken erklirt
sich daraus, dass trotz steigender Fleckengrésse die Substanzabstinde stirker zu-
nehmen, was in Fig. g aus den Diagrammen der gezeigten Aminosidurepeaks besonders
deutlich hervorging.
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Der Vorteil der DC auf lingeren Laufstrecken zur PC durch die grossere Varia-
tionsbreite hinsichtlich der Adsorbentien und Trennprinzipien, durch die gr&ssere
Trennschirfe und Nachweisempfindlichkeit und zur DC auf normaler Laufstrecke
durch bessere Trennung ohne langwierige Erprobung von Gradientenschichten oder
Schichtvorbeladungen (der einzige Nachteil der lingeren Laufzeit bleibt bestehen)
zeigt sich besonders bei Vielkomponenten-Trennungen, bei denen man mdéglichst alle
Bestandteile nebeneinander und nicht nur einige Komponenten unter Vernachlissi-
gung der iibrigen nachweisen will.

Die DC auflidngeren Laufstrecken bietet sich in ihrer einfachen eindimensionalen
Technik fiir alle Routineuntersuchungen von Vielstoffsystemen, besonders fiir die
Bestimmung von komplexen biochemischen Materialien an. Die Methode sollte hierbei
nicht nur ftir qualitative und semiquantitative Untersuchungen verwendet werden,
sondern ein wichtiges Anwendungsgebiet bei der quantitativen Bestimmung durch
direkte Auswertung finden. Nach den vielfiltigen Arbeiten der letzten Jahre iiber die
Direktauswertung von Papier- und Diinnschicht-Chromatogrammen durch Densito-
metrie!9,00-09  gpektral-photometrische Absorptionsmessungen®.79-7?%, Fluoreszenz-
messungen®?.76-82 ynd die Bestimmung der Radioaktivitit83-86 sowie durch die Ent-
wicklung geeigneter Chromatogramm-Messgerite scheint die Herstellung von DC-
Fertigpriaparationen in Rollenform eine notwendige und zweckmissige Erginzung,
wenn nicht gar Voraussetzung zu sein.

In besonderem Masse regen die Arbeiten von BusH®7-90 {iber die Automation
von Steroidanalysen durch direkte photometrische Auswertung dazu an, anstelle von
Papieren die DC-FFertigpriparationen in Rollenform zu verwenden. Nach dessen
Angaben lisst sich in einem speziell entwickelten Messgerit bei einer Geschwindigkeit
von I cm/sec ein kontinuierliches Band von mit Klebestreifen aneinander gefiigten
Chromatogrammen vollautomatisch auswerten, wobei eine Leistung von 8o Chromato-
graphiestreifen von je 45 cm Linge je Stunde oder von 500-600 derartiger Streifen
am Tage erreicht wird. Die Chromatogramme selbst kénnen ohne grossen Aufwand
in hoher Zahl parallel angesetzt werden. Damit sei eine derartige Methode zur Bestim-
mung von komplexen biochemischen Bestandteilen in der medizinischen Diagnostik
in ihrer Leistung allen anderen Chromatographiemethoden iiberlegen.

Hinsichtlich der zwei unabhingig nebeneinander in Entwicklung befindlichen
Methoden zur quantitativen Bestimmung von Substanzgemischen durch Fliissig-
keitschromatographie, ndmlich einerseits der Sdulenchromatographie an feinteiligen
Adsorbentien unter Anwendung von hohen Drucken und der Registrierung der
Komponenten nach Elution und andererseits der Diinnschichtchromatographie an
feinteiligen Adsorbentien unter Standardbedingungen der Vorbeladung und der
kapillaren Sittigung mit direkter Auswertung der Komponenten ohne Elution,
kénnen DC-Fertigpriparationen in Rollenform fiir die DC-Methode eine ausschlag-
gebende Bedeutung erlangen.

Ein weiterer interessanter Einsatz dieser Beschichtungsform scheint bei der
Entwicklung einer kontinuierlichen DC-Trennanlage zur priparativen Gewinnung von
hochwertigen Substanzen zu liegen.

Abschliessend ldsst sich sagen, dass das Angebot an Fertigpriparationen in
Rollenform der DC neue Techniken und Anwendungsgebiete erschliesst.
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei den DC-Fertigprdparationen in Rollenform handelt es sich um gebrauchs-
fertige Beschichtungen anorganischer und organischer Sorptionsmittel auf flexibler
Unterlage von passiviertem Aluminium bzw. von versiegeltem Polyester in 5 m langen
und 20 cm breiten Rollen. Neben den bisher iiblichen DC-Techniken lassen sich mit
diesen ‘Priparationen auch Trennungen in absteigender und in rollenférmiger Ent-
wicklung bis zu 1 m Linge durchfithren. Die DC auf lingeren Laufstrecken bietet
Vorteile bei der Trennung von Vielstoffsystemen, besonders von komplexen bio-
chemischen Gemischen, bei der quantitativen Bestimmung und bei der priparativen
Isolierung der Komponenten.
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DISCUSSION

BRENNER: Herr Dr. HALPAAP, wo bleiben die Vorteile der DC gegeniiber der
PC, wenn Sie zur absteigenden Technik mit extrem langen Laufstrecken zurhck-
kehren?

HALPAAP: Bei der absteigenden Technik mit DC-Fertigpriaparationen in Rollen-
form bleiben gegeniiber der PC alle Vorteile der DC mit Ausnahme der kurzen Ent-
wicklungszeiten bestehen, also (1) gréssere Auswahl an Adsorbentien, (2) grossere
Variationsmdéglichkeit hinsichtlich der verschiedenen Trennprinzipien, (3) héhere
Substanzkonzentrierung in einem Fleck durch feinteiligeres Sorptionsmittel, (4) Wi-
derstandsfihigkeit der anorganischen Sorptionsmittel gegen aggressive Reagenzien
und dadurch erhéhte und vielseitigere Nachweisempfindlichkeit.

Gei1ss: Zwei wichtige Vorteile der DC gegeniiber der PC bleiben bei der von
HALPAAP beschriebenen Technik der DC-Rollenpriparation bestehen: (1) Die ge-
ringere Fleckgrésserung auf der DC-Schicht wegen homogenerer Korngréssenver-
teilung und gleichmiissigerer Packung. Gegeniiber der PC werden die Van Deemter-
Konstanten oft um eine Gréssenordnung herabgesetzt. (2) Die Trennung édhnlicher
Substanzen ist meist aus Adsorptionsschichten besser als bei Flissig-Fliissig-Ver-
teilung (gréssere Unterschiede der freien Sorptionsenergien).
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