Nitro-Verbindungen, die einzeln durch Reduktion und Diazo-
tierung auf die iibliche Weise in 2- bzw. 3.0xy-N-methylmorphi-
nan iiberfithrt werden kénnen.
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In pharmakologischer Hinsicht beanspruchen die 3-Oxy-Deri-
vate des N-Methylmorphinans ein besonderes Interesse, weil bei
ihnen die Oxy-Gruppe an der gleichen Stelle steht wie im Morphin.
Befindet sich in 3-Stellung eine freie phenolische Hydroxyl-Grug-
pe (XXI1I, R = OH), so zeigt der Stoff alle fiir das Morphin cha-
rakteristischen Allgemeinwirkungen. Analgetisch ist das 3-Oxy-
N-Methylmorphinan im Rattenversuch dem Morphin hinsichtlich
Grenzdosis, Intensitdt und Dauer iiberlegen, am Meerschweinchen
hat es jedoch eine schwichere Wirkung als Morphin. Die 3-Oxy-
Verbindung ist alsodemhydroxyl-freien N-Methylmorphinan nicht
wesentlich iiberlegen. Methylierung der phenolischen Hydroxyl-
Gruppe zu XXI111 (R = OCH,) setzt die analgetiéche Wirkung
stark herab, Acetylierung dagegen bewirkt am Meerschweinchen

eine stirkere Analgesie als Morphin, die Wirkung ist aber vott
kiirzerer Dauer.,

Ahnliche Wirkungsverschiebungen sind von den entsprechen-
den methylierten und acetylierten Morphin-Derivaten her be-
kannt; besonders auffallend sind aber die gleichen Parallelen vém
Dolantin zum Meta-Hydroxydolantin und dessen Derivaten. Die
fritheren Modellvorstellungen an der Dolantin-Molekel erhalten
damit eine weitere Stiitze.

Die Synthese von Morphinan-Derivaten, die 1m alicycli-
schen Ring geeignet substituiert sind, erscheint in gleicher Weise
moglich. Da das Grundgeriist des Morphans wahrscheinlich mit
dem des Morphins sterisch iibereinstimmt (cis-Dekalin-Typ) und
auch Methoden bekannt sind, ,,offene‘* Morphin-Derivate mit einer
Sauerstoff-Briicke zu versehen, diirfte das neue RingschluBprinzip
zahlreiche morphindhnliche Basen zugédnglich machen, deren phar-
makologische Untersuchung mit Riicksicht auf das Sucht-Problem
von besonderem Interesse ist. Im gleichen Rahmen bietet sich
auch erstmalig eine diskutierbare’ Grundlage ftr die praktische
Totalsynthese des natiirlichen Morphins.

In A. Windaus verehre ich meinen einzigartigen Lehrer, der mein ganzes
Studium seit 1931 gelenkt hat und dessen Forschungsweise spiler in jahre-
langer Zusammenarbeit fiir mich ein Vorbild war. Zur Beschiftigung speziell
mit dem Morphinproblem wurde ich durch A. Bulenandi angeregt, der damals
in der Windausschen Schule in Gétlingen wirkie und dessen Vorlesungen auf
dem Alkaloid-Giebiet auf -mich einen nachhaltigen Eindruck machten.

Eingeg. am 24. Juli 1947. [A 61].

Neuere Ergebnisse
auf dem Gebiet der chromatographischen Adsorption

Von Prof. Dr. HANS BROCKM AN N, aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Gittingen

1. Der Adsorptionsvorgang

2. Die Variation des Adsorptionsmilieus

3. Adsorbentien mit abgestufter Adsorptionsaktivitit
4, Die ,,eluotrope’ Reihe der Losungsmittel

Durch die chromatographische Adsorption ist die Chemie um
eine Trennungsmethode bereichert worden, die eine Verarbeitung
-auch kleinster Mengen gestattet und dadurch ausgezeichnet ist,
daB sie oft gerade dort eine verbliiffende Leistungsfiahigkeit zeigt,
wo die klassischen Trennungsverfahren versagen. Die Zahl der
Beispiele, die ihre erfolgreiche Anwendung auf den verschieden-
sten Gebieten der Chiemie demonstrieren, ist sehr gro und nimmt
noch dauernd zu. Diesen Erfolgen ist es wohl zuzuschreiben, daB
man der Frage, ob sich die Methode durch eine systematische
Untersuchung ihrer Grundlagen noch verfeinern 148t, lange Zeit
wenig Beachtung geschenkt hat. Wir haben uns mit dieser Frage
im Zusammenhang mit Arbeiten auf dem Naturstoffgebiet etwas
eingehender beschéftigt, denn hier ist die chromatographische Ad-
sorption oft das einzige Verfahren, das die Isoliérung unbekannter
Verbindungen ermoglicht und daher ein besonderes Bediirfnis vor-
handen, die Methode wirklich bis an die Grenzen ihrer Leistungs-
fahigkeit auszunutzen. Zwei Ziele soliten bei unseren Versuchen
erreicht werden:

1. Eine Steigerung der Trennleistung durch Anwendung von Ad-
sorbentien mit abstufbarer und in weiten Grenzen variierbarer
Aktivitit sowie durch Verwendung von Loésungsmitteln mit ab-
stufbarem Elutionsvermogen.

2. Eine Verbesserung der Methoden zur chromatographischen
Trennung farbloser Verbindungen.

Einige unserer Ergebnisse sollen zusammen mit denen anderer
Autoren, die in &hnlicher Richtung gearbeitet haben, im folgenden
geschildert werden.

Der Adsorptionsvorgang

Die zur Chromatographie verwendeten Adsorbentien sind fast
ausnahmslos Oxyde, Oxydhydrate oder Salze, also polar gebaute
Stoffe (hydrophile Adsorbentien), und die sich an ihrer Oberfliche
abspielenden Adsorptionsvorgidnge sog. chemische Adsorptionen,
bei denen sich, je nachdemy, ob der Adsorbend in dissoziierter oder
undissoziierter Form vorliegt, zwei Reaktionsweisen unterscheiden
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5. Konstitution und Adsorption
6. Chromatographische Trennung farbloser Substanzen
7. Das Verteilungschromatogramm

lassen. Die Bindung dissoziierter Verbindungen erfolgt fast
immer auf dem Wege der Austauschadsorption, die nichts anderes
ist als eine doppelte Umsetzung zwischen den lonen des Adsor-
benden und denen des Adsorbens. Die Austauschadsorption st
im wesentlichen auf wiBrige Losungen beschrankt und dadurch
charakterisiert, daB nicht die ganze Molekel des Adsorbenden,
sondern nur ein Teil davon als Ton gebunden wird. Chromatogra-
phisch wurde -sie in den letzten Jahren vielfach mit Erfolg ver-
wendet!), besonders zur Trennung von Aminosiduren?). Auf ihre
Bedeutung in biologischer Hinsicht hat kiirzlich Bersin®) hinge-.
wiesen.

Wir wollen im folgenden die Austauschadsorption unberiick-
sichtigt lassen und uns auf die zweite der beiden oben genannten
Adsorptionsarten, auf die Adsorption undissoziierter Verbin-
dungen aus nicht wiBrigen Losungsmitteln beschrinken, die ais
eigentliche Domine der Chromatographie anzusehen ist. Bei ihr
werden polare bzw. polarisierbare Verbindungen von den an der
Oberfldche des Adsorbens liegenden Bausteinen des Krystallgitters
(lonen) additiv gebunden, weshalb man hier, um den Unterschied
zur Austauschadsorption zu betonen, auch von Additionsadsorp-
tion!) spricht. Die Krifte, die den Adsorbenden binden, sind die
gleichen, die fiir den Zusammenhalt des Gitters verantwortlich
sind. Sie wirken bei den an der Oberfliche liegenden Gitterbau-
steinen z. T. nach auBen, besonders stark an den ,,aktiven Stellen‘
d. h. dort, wo Ionen nach mehreren Seiten freiliegen, wie es an den
Kanten, Spitzen und Bruchstellen der krystallinen Partikel des
Adsorbens und an den Fehlstellen des Gitters der Fall ist. Diese
zuerst von Haber urd spédter von Rheinboldt und Wedekind*) ver-
tretene Auffassung der Adsorptionskrifte als Randkrafte des Git-
ters macht verstindlich, daB die Adsorptionsaktivitdt der hydro-
philen Adsorbentien dugchweg der Hérteskala parallel geht, die ja
ein gewisses MaB fiir die GroBe der Gitterkrifte gibt.

1) vgl. G. Hesse, Adsorptionsmethoden im Chemischen Laboratorium, Ber-
lin 1943, S. 32.

?) Zusammenfassung bei Th, Wieland, diese Ztschr, 56, 213 [1943].
3) Th. Bersin, Naturwiss. 33, 108 [1946

¢) H. Rheinboldt u. E. Wedekind, Kollofdchem.-Beih. 17, 118 [1923].
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Die an der Oberfliche der dipolartigen Adsorbentien vorhandenen starken
elektrischen Felder konnen an sich unpolare Verbindungen durch Induktion
polarisieren und dadurch clektrostatisch binden und bei polar gebauten Ad-
sorbenden die Polarisation verstirken; in manchen Fillen bis zur Ionisation,
die wie Weil2®) gezeigt hat, besonders bei solchen farblosen Verbindungen
augenfillig wird, die farbige Ionen bilden konnen. Die hier auftretenden far-
bigen Adsorbate sind Komplexverbindungen, analog gebaut den farbigen Kom-
plexsalzen, die beim Umsatz der betreffenden Adsorbenden mit AlCl;, SnCl;
usw. gebildet werden®). Der Unterschied besteht lediglich darin, daB bei der
Adsorption die Molekeln des anorganisechen Reaktionspartners im Krystall-
gitter miteinander verbunden sind und daher nur an der Oberfliche reagieren
konnen, wihrend sie bei den Komplexsalzen frei beweglich sind. Nicht selten
gibt sich die Polarisation des Adsorbenden durch erhohte Reaktionsfihigkeit
zu erkennen, eine Erscheinung, die wie Weilz betont hat, zweifellos bei man-
chen Katdlysen eine Rolle spielt.

Enthilt der Adsorbend OH-Gruppen, so kdénnen sich deren
H-Atome unter Ausbildung einer Wasserstoffbriicke an einsame
Elektronenpaare des Adsorbens (z. B. denen des Oxydsauerstoffes)
analog der Bildung von Oniumsalzen anlagern. Die gleiche Bin-
dungsart ist zu erwarten, wenn das-Adsorbens OH-Gruppen und
der Adsorbend einsame Elektronenpaare enthélté). Besonders fest
binden die hydrophilen Adsorbentien Wasser und die niedrig-
molekularen Alkohole. Daher verdridngt Methanol die meisten
anderen Stoffe vom Adsorbens®) und wird deswegen in der Chro-
matographie allgemein als Elutionsmittel benutzt.

Auch andere Losungsmittel werden adsorbiert, die meisten
allerdings schwicher als die Alkohole. In einer Losung konkur-
rieren also die Molekeln des gelosten Stoffes mit denen des Losungs-
mittels um die aktiven Stellen des Adsorbens. In welchem Aus-
maBe der geldste Stoff adsorbiert wird, hdngt daher abgesehen von
seiner konstitutionsbedingten spezifischen ,,Adsorptionsaffinitat‘
sowohl von der Natur des Ldsungsmittels als auch von der des
Adsorbens oder wie Hesse?) es kurz ausgedriickt hat vom ,,Ad-
sorptionsmilieu’‘ ab.

Die Variation des Adsorptionsmilieus

Bei der chromatographischen Adsorption eines Gemisches kon-
nen die Komponenten in einem bestimmten Adsorptionsmilieu
folgendes Verhalten zeigen.

1. Praktisch irreversible Adsorption. Die Verbindungen
werden entweder volilig irreversibel oder doch so fest adsorbiert,
daB die Wanderungsgeschwindigkeit der Zomen sehr gering ist.
Infolgedessen 148t sich auch durch ldngeres Nachwaschen mit dem
Losungsmittel keine ausreichende Trennung der Zenen, keine,,Ent-
wicklung des Chromatogramms erreichen.

2. Reversible Adsorption. Die Komponenten des Gemisches
bilden, wenn ausreichende Unterschiede in der Adsorptionsaffini-
tit vorhanden sind, Zonen, die sich beim Nachwaschen mit dem
Losungsmittel auseinanderwaschen lassen und dabei durch die
Adsorptionssdule wandern.

3. Keine Adsorption. Die Verbindungen passieren die Ad-
sorptionssiule ohne Zonenbildung und sammeln sich im Filtrat
an.

Reagieren alle Komponenten des Gemisches nach 1., so muf ein schwiche-
res Adsorbens oder ein stirker eluierendes Losungsmittel angewendet werden;
reagieren alle nach 3., so mufl umgekehrt das Adsorbens starker oder das Lo-
sungsmittel hinsichtlich seiner eluierenden Wirkung schwicher gewahlt werden.
Werden alle Komponenten nach 2. reversibel adsorbiert, so ist eine chromato-
graphische Trennung mdglich, falls die Unterschiede in der Adsorptionsaffinitit
der Komponenten ausreichend sind. Ist das nicht oder nicht bei allen Kompo-
nenten der Fall, so muf versucht werden, ob an einem anderen Adsorbens oder
in einem anderen Losungsmittel eine Trennung zu erreichen ist.

Enthilt ein komplizierteres Gemisch Komponenten, die nach
1.,2. und 3. reagieren, so ist auf jeden Fall zunéchst eine Trennung
in diese drei Gruppen méglich, wobei die reversibel adsorbierten
Komponenten (Gruppe 2) Zonen ausbilden konnen. Fir die prak-
tisch irreversibel adsorbierten (Gruppe 1)“und die im Filtrat be-

8) E. Weitz u. F. Schmidt, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 174Q [1939]; 72, 2099
[1939); E. Weitz, F. Schmidt u. J. Singer, Z. Elektrochem. angew.
physél;. [(ltg‘e‘rﬂ 46, 222 [1940]; vgl. auch diese Ztschr. 44, 123 (1939] u.
59,1 .

¢) Vgl. dazu E. Wicke, diese Ztschr, Teil B 59, 34 [1947]; A, Eucken u. E.
Wicke, Z. Naturforsch. 2a, 163 [1947].

') Zitat 1 S. 31,
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findlichen Komponenten (Gruppe 3), sind dann wie ebcn erwshnt,
geeignete Adsorptionsbedingungen ausfindigzu machen. Die Tren-
nung komplizierterer Gemische wird um so besser durchzufithren
sein, je vollkommener man die Variation des Adsorptionsmilieus
beherrscht und je feiner es sich daher auf die jeweilige Trennungs-
aufgabe abstimmen 14B8t. Um das zu erreichen, ist zweierlei nétig;
eine moglichst reichhaltige Reihe von Adsorbentien mit definierter
abgestufter Adsor‘ptionsaktivitéit und eine genaue Kenntnis der
verwendeten Losungsmittél hinsichtlich ihrer ,,eluotropen‘ Wir-
kung, d. h. ihrer Fahigkeit durch ihre eigene Adsorption die der
gelosten Stoffe zu beeinflussen. Die in dieser Hinsicht erzielten
Fortschritte sollen zunichst erértert werden.

Adsorbentien mit abgestufter Adsorptionsaktivit:it

Die Adsorptionsaktivitat der chromatographisch brauchbaren
Adsorbentien ist bekanntlich sehr unterschiedlich. Dig Forderung
nach einer Reihe von Adsorbentien mit abgestufter Aktivitit
ist dadurch bis zu einem gewissen Grade erfiilit. Doch ist diese
Abstufung verhaltnismaBig ungenau, weil die Aktivitit der ein-
zelnen Adsorbentien betréchtlichen Schwankungen unterliegen
kann, die bedingt sein kénnen durch einen verschiedenen Bau
der Oberflache (verschiedene Gittertypen) oder, was eine noch
grofere Rolle spielt, durch einen verschiedenen Wassergehalt.
Diese Erscheinung, die beim Aluminiumoxyd, dem am meisten
gebrauchten Adsorbens der Chromatographie, besonders ausge-
prégt ist, hat es haufig erschwert, unter reproduzierbaren Bedin-
gungen zu arbeiten. Sie bietet aber andererseits die Moglichkeit zu
einer Variation der Adsorptionsaktivitidt, die fiir die Praxis der
Chromatographie von Bedeutung sein kann. Denn, wenn es ge-
lingt, von den gebrauchlichen Adsorbentien jeweils mehrere Pri-
parate mit abgestufter und festgelegter Aktivitdt herzustellen,
besteht die Aussicht, eine von den schwichsten bis zu den aktiv-
sten reichende Reihe von Adsorbentien zu gewinnen, die eine
liickenlose Variation des Adsorptionsmilieus und damit eine opti-
male Trennleistung gestattet.

Vorbedingung fiir die Aufstellung einer solchen Reihe ist eine Methode,
mit der sich die Aktivitat eines Adsorbens bestimmen und dadurch mit der
anderer Adsorbentien vergleichen 1i8t. Die Adsorptionsaktivitit oder das
Adsorptionsvermégen eines Adsorbens laBt sich dadurch ermitteln, daf in
cinem bestimmtcn Losungsmittel die Adsorptionsisotherme einer geeigneten
Testsubstanz, am zweckmifBigsten eines Farbstoffes, gemessen wird; oder ein-
facher durch-die Feststellung der Farbstoffmenge, die von 1g oder 1em?® Ad-
sorbens aus einer Testldsung bestimmter Konzentration aufgenommen wird,
eine Grole, die man als,,Adsorptionswert'‘ bezeichnet hat®). Auch die Messung
der Adsorptionswirme von Losungsmitteln ist zur Kennzeichnung von Adsor-
bentien verwendet worden®). Fiir die Festigkeit, mit der das Adsorbens den
Adsorbenden bindet und die fiir die Chromatographie von Bedeutung ist, weil
von ihr hauptsichlich die Wanderungsgeschwindigkeit der Zonen abhingt,
geben die beiden letztgenannten Methoden kein zuverlidssiges Ma. Denn ihre
Werte héngen anler von der Bindungsfestigkeit (IntensititsgroBe), die im fol-
genden als Adsorptionsaktivitit bezeichnet werden soll, auch noch von der
GrolBe der aktiven Oberfliche (Zahl der aktiven Stellen, Kapazititsgrofle) ab,
die bei zwei in ihrer Aktivitit gleichen Praparaten sehr verschieden sein kann.
Infolgedessen kann ein Adsorbens mit groBer Aktivitit und kleiner aktiver
Oberfliche einen geringeren Adsorptionswert oder eine geringere Adsorptions-
wirme aufweisen als ein Adsorbens mit geringerer Aktivitit und grofer aktiver
Oberfldehe!®).

Ein anndherndes Bild von der Adsorptionsaktivitat 1d6t sich
gewinnen, wenn das Verhalten eines Testfarbstoffes gegeniiber
verschiedenen Adsorbentien chromatographisch verglichen wird.
Etwa dadurch, daB man gleiche Volumina der Testldsung durch
gleich groBe Sédulen der Adsorbentien filtriert und mit gleichen
Volumina Lésungsmittel nachwischt.- Je aktiver das Adsorbens
ist, desto langsamer wird der Farbstoff wandern. Es ist klar, daB
bei Verwendung eines einzi_gen Farbstoffes der Anwendungsbereich
der-Methode begrenzt ist. Denn bei manchen Adsorbentien wird

"y W. Trappe, Biochem. Z. 305, 150 [1940].

%) B. P. Miiller, Helv. chim. Acta 26, 1945 [1943].

1) Der EinfluB der Adsorptionskapazitat auf das chromatograpljische Ver-
halten 148t sich an Gemischen aus aktivem und inaktiven Aluminium-
oxyd demonstrieren.  Je weniger aktives Oxyd das Gemisch enthalt,
desto breiter werden die Zonen. Gleichzeitig vergroBert sich die Wan-
derungsgeschwindigkeit und die Trennung der Zonen wird deutlicher.
Solche gemlsche werden mit Vorteil bei sehr feinkérnigen Adsorbentien
mit geringer Durchlaufsgeschwindigkeit angewandt.
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der Farbstoffe irreversibel gebunden werden -und bei manchen gar
nicht, so daB einVergleich der Wanderungsgeschwindigkeit nicht
mdoglich ist. Daher ist es zweckmdBig, mehrere Testfarbstoffe mit
verschiedener Adsorptionsaffinitit zu verwenden. Mit einer sol-
chen aus 6 Azofarbstoffen bestehender Reihe konnten beim Alu-
miniumoxyd 5 verschiedene Aktivitdtsstufen gekennzeichnet wer-
denv). Zur Testung werden je zwei aufcinander folgende Farb-
stoffe dieser Reihe benutzt, wobei gleiche Volumina ihrer Losun-
gendurch gleich groBe Sdulen des Adsorbens filtriert werden und
mit gleichen Volumina Lisungsmittel nachgewaschen wird. Jede
Aktivitdtsstufe ist dann durch ein bestiinmtes Zonenbild charakte-
risiert, das durch das folgende Schema wizdergegeben wird. Diese
Testmethode ist schnell und bequem zu handhaben. Obgleich
sie keine Zahlenangab:n iiber die Adsorptionsaktivitdt macht,
kennzeichnet sie diese mit einer fiir die Praxis der Chromato-
graphie hinreichenden Genauigkeit.

Bshmit. Hydrargillit gleicht in seinem Adsorptionsverhalten dem
kduflichen Aluminiumhydroxyd, dessen Aktivitdt wesentlich ge-
ringer ist als die des Aluminiumoxyds V. Das durch Erhitzen aus
AlCi;+6H,Oerhaltene 8-Aluminiumoxyd zeig. chromatcgraphisch
die gleiche Aktivitdt wie Aluminiumoxyd I1. Der Befund, da8
v-Oxyd im Gegensatz zum «-Oxyd gut adsorbiert, ist zweifellos
darauf zuriickzufiihren, daB y-Oxyd ein gestortes Gitter hat, des-
sen Fehlstellen in erster Linie fiir die Adsorption verantwortlich
zu machen sind.

Die fiir die Adsorption in Frage kommenden Stellen der Oberfliche be-
sitzen sicher nicht alle die gleiche Aktivitit. An feuchter Luft werden zuerst
die aktivsten Wasser binden und dadurch entweder ganz gehindert, andere
Stoffe zu adsorbieren, oder zumindest in ihrem Adsorptionsvermdgen stark
beeintrichtigt. Sind die aktivsten mit Wasser besetzt, so reagieren die weniger
aktiven und so fort, bis zur volligen Inaktivierung. Die Abhidngigkeit der Akti-
vitdt vom Wassergehalt wird so ohne weiteres verstindlich.

Aktivitatsstufe 1 11 1 v \%
Nr. d.Testlésung 1 1 2 2 3 3 4 5
Lage der p-Methoxy- Sudangelb Sudanrot p-Amino- p-Oxy-
Farbstotfe azobenzol azobenzol azobenzol
in der Siule Azobenzol p-Methoxy- | p-Methoxy- | Sudangelb | Sudangelb | Sudanrot Sudanrot p-Amino-

azobenzol azobenzol azobenzol
Filtrat Azobenzo!l p-Methoxy- Sudangelb

azobenzol
Tabelle 1

Chromatogramme der einzelnen Aktivitatsstufen

Die mit den Zahlen I-V gekennzeichneten Aktivitdtsstufen des Aluminium-
oxyds unterscheiden sich dureh ihren Wassergehalt. Sie lassen sieh aus kiuf-
lichem Aluminiumoxyd oder Aluminiumhydroxyd, das durch Erhitzen auf
300° bzw. 500° auf die hochste Aktivititsstufe I gebracht worden ist, durch ver-
schieden langes Verweilen an feuchter Luft gewinnen, wobei der Fortgang der
Entaktivierung mit Hilfe der Testfarbstoffe kontrolliert wird.

Die Entaktivierung kann auch so durchgefithrt werden, daf man das
Aluminiumoxyd Y mit einer bestimmten Menge Wasser versetzt und eine
Zeitlang in einem geschlossenen Gefd8 aufbewahrt®). Hat man die zur Errei-
chung einer bestimmten Aktivititsstufe erforderliche Wassermenge fiir ein
hestimmtes Ausgangsmaterial einmal ermittelt, so lassen sich die verschiedenen
Aktivititsstufen in bequemer Weise ohne Testen herstellen. Die Entaktivie-
rung kommt in diesem Fall dadurch zustande, daB das Wagsser allmdhlich ver-
dampfit und sich dadurch gleichmiBig iiber die Oberfliche verteilen kann. Dort,
wo es direkt mit dem Oxyd in Beriihrung kommt und infolge der Kapillar-
wirkung auf einen relativ kleinen Raum festgehalten wird, tritt selbstverstand-
lich vollige Entaktivierung cin. Dicscr unwirksam gewordene Anteil wird beim
Vermischen aber gleichmiBig verteilt und macht sich dadurch nicht bemerkbar,

Welche Vorteile die Anwendung verschiedener Aktivitatsstu-
fen eines Adsorbens bringt, 14Bt sich an einem Gemisch der sechs
oben genannten Testfarbstoffe demonstrieren, das an Aluminium-
oxyd gleich welcher Aktivitat nur teilweise zerlegt werden kann.
Erst wenn nacheinander an verschieden aktiven Aluminiumoxyd-
Prdparaten adsorbiert wird, gelingt eine quantitative Abtren-
nung't). Vor Einfithrung der 5 verschiedenen Aluminiumoxyd-
Préparate wire man zu dem Ergebnis gekommen, daf dieses
Gemisch an Aluminiumoxyd nicht vollstdndig zerlegbar ist.

Die Beobachtung, daB manche Aluminiumoxyd-Prdparate,
auch nach Erhitzen auf 500° vollig inaktiv bleiben, hat uns ver-
anlaBt, sie rontgenographisch mit den aktiven Prdparaten zu ver-
gleichen?). Die krystallisierten Oxyde und Oxydhydrate des Alu-
miniums lassen sich ihrem Gitteraufbau mach bekanntlich in zwei
Gruppen einteilen, deren Hauptvertreter im folgenden Schema
angegeben sind.

0

4
a-Reihe: a-Al,O, Korund, «——— Al Oy -

1000° 300° 150°
v-Reihe: y-ALO; «——— ALO; - H,0, B6hmit «——— A],0, * 3 H,0,
Hydrargillit

H,0, Diaspor

Die Rontgendiagramme zeigen eindeutig, daB in den nicht
aktivierbaren Priaparaten «a-Oxyd und in den aktiven y-Oxyd bzw.
Bohmit vorliegen. Nach den Anéaben der Literatur hergastelltes
v-Oxyd zeigt die gleiche Aktivitdt wie unser Aluminiunioxyd I
und ist ebenso hygroskopisch wie dieses. Dasseibe Verhalten zeigt

Y1y H. Brockmann u. H, Schodder, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 73 [1941].
11y H. Brockmann u. f. fander, unvertttentlicht.
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Es ist gelungen, auch bei anderen Adsorbentien die Aktivitat
reproduzierbar abzustufen. Beim Bentonit, einer Tonerde, die
als Hauptbestandteil Montmorillonit enthélt, lieBen sich funf ver-
schiedene Aktivitdtsstufen gewinnen, die in gleicher Weise wie
beim Aluminiumoxyd charakterisiert wurden'?). Kieselsdure und
Kieselgel kann in vier, Calciumcarbonat, Calciumsulfat, Magne-
siumoxyd und Magnesiumcarbonat in zwei bzw. drei verschiede-
nen Aktivit4tsstufen erhaiten werden!?). In der folgenden Tabelle
ist das Verhalten der Adsorbentien gegeniiber den Testfarbstoffen
angegeben, aus dem sich ihre Rangordnung hinsichtlich der Ad-
sorptionsaktivitit ergibt. Die Adsorbentien einer Querreihe zeigen
gleiches Verhalten gegen die angegebenen Testfarbstoffe.

Die fir CaCO, Il und CaSO, Il benutzten Farbstoffe Fett-
blau und Fettorange sind Handelsprdparate!4), deren Zusammen-
setzung uns nicht bekannt war. Si¢ sollen durch Farbstoffe be-
kannter Konstitution ersefzt werden. Fur die schwachsten Ad-
sorbentien wie Rohrzucker und Stdrke fehlen noch geeignete Test-
farbstoffe.

p-Methoxy-azobenzol Al0; 1 Si0,1) I | MgO 1

Azobenzol

Sudangelb Si0, 11 CaSO, I

p-Methoxy-azobenzol

Al,0, 11 MgO I1

Sudanrot Al,0, 111} SiO, 111 | MgO 111 | CaSO, I

Sudangeib

p-Amino-azobenzol Al,0, IV | Si0, IV

Sudanrot

p-Oxy-azobenzol Al.O, V MgCO. 1

p-Amino-azobenzol

p-Oxy-azobenzol CaCO, [
-Amino-azobenzol

m Filtrat

Fettorange CaCoO, 11| CaSO,1Il

Fettbiau

Tabelle 2
Aktivitat verschiedener Adsorbentlen

AuBer den in der Tabelle angefiihrten Adsorbentien wurden verschicdene
andere Salze und Oxyde auf ihr Verhalten gegenliber den Testfarbstoffen
untersucht. In der Gruppe der Erdalkalisulfate nimmt bei in gleicher Weise
vorbehandelten Priparaten die Aktivitit vom CaSQ, zum BaSO, hin ab.
Dasselbe Verhalten zeigen die irh Vergleich zu den Sulfaten weniger aktiven
Carbonate. Calciumoxalat ist weniger aktiv als CaSO,. Ein fir manche Zwecke
brauchbares Adsorbens fanden wir im wasser{reien CuSO,. Es adsorbiert mit
m H. Brockmann u. K. Milller, Unveroffentlicht.

1¢) Bezogen von der Firma Hollborn Leipzig
1) Qetalite Klieselsaure oder Kleselgel (KorngrbBe 0,06 bis 0.09 mm).
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Ausnahme des p-Amino-azobenzols (das fester gebunden wird als p-Oxy-azo-
benzol) die Testfarbstoffe in der gleichen Reihenfolge wie Al,0,und ist so aktiv
wie dessen Stufe II. Das gleiche Adsorptionsverhalten wie CuSO, zeigen was-
serfreies NiSO,, ZnS0O, und FeSO,. Trockenes Zn0, ZnCO, und ZnS verhalten
sich gegen die Testfarbstoffe wie A1,0; III.

Ein Vergleich der Aktivitat von Adsorbentien, wie sic das vor-
stehende Schema bringt, hat zur Voraussetzung, daB dieselbe Rang-
ordnung, wie sie gegeniiber den Testfarbstoffen gefunden wird,
auch fiir andere Stoffe gilt, d. h. daB ein Adsorbens A, das gegen
die Testfarbstoffe starker aktiv ist als ein Adsorbens A, auch
gegeniiber allen anderen Stoffen stets das starkere Adsorbens ist.
Die Erfahrung zeigt, daB dies im allgemeinen der Fall ist. Aus-
nahmen kommen nur bei Adsorbentien vor, die sich in ihrer Akti-
vitit nicht wesentlich unterscheiden. So wird z. B. p-Oxy-azo-
benzol an Aluminiumoxyd fester gebunden als p-Amino-azobenzol,
an wasserfreiem Kupfersulfat dagegen schwicher; an Aluminiur-
oxyd liegt die Oxy-azobenzol-Zone iiber der des Amino-azoben-
zols, an Kupfersulfat unter derselben.

Viel hiufiger sind die Falle, in denen die Unterschiede in der
Bindungsfestigkeit zweier Stoffe an verschiedenen Adsorbentien
zwar differieren, aber nicht so stark, da3, wie in dem eben erwidhn-
ten Beispiel, eine Umkehrung in der Reihenfolge der Zonen auf-
tritt; oder anders ausgedriickt, ein Stoff S; wird zwar an verschie-
denen Adsorbentien stets fester gebunden als ein zweiter Stoff
S,, jedoch an einem viel fester, an einem anderen nur wenig
fester. Das bedeutet, daB an einem Adsarbens, eine Trennung
erfolgt, am anderen dagegen nicht. So 148t sich z. B. an Kiesel-
sdure das 1, 4, 5, 8-Tetraoxy-anthrachinon von 1,8-Dioxy-anthra-
chinon ebensowenig trennen wie 1,4-Dioxy-anthrachinon von 1, 8-
Dioxy-anthrachinon. An Calciumsulfat dagegen gelingt die Tren-
nung dieser Verbindungen recht glatt!®). Diese und viele andere
Beispiele zeigén, daB bei Gemischen, die sich an einem Adsorp-
tionsmittel nicht trennen lassen, stets noch andere Adsorbentien
ausprobiert werden sollten. Fiihrt eine solche Anderung des Ad-
sorptionsmittels nicht zum Ziel, so bleibt noch, wie im nichsten
Abschnitt nidher ausgefithrt wird, die Moglichkeit, durch Wechsel
des Losungsmittels eine Trennung zu versuchen. Versagt auch diese
MaBnahme, so ist damit die derzeitige Grenze der chromatogra-
phischen Methode erreicht. Noch nicht systematisch untersucht
ist die Frage, ob in solchen Fiilen die Verwendung sehr langer
Adsorptionssdulen weiterfithrt. Ist ndmiich infolge dhnlicher Ad-
sorptionsisothermen die Differenz in den Wanderungsgeschwindig-
keiten der Zonen sehr klein, so wird erst nach Durchlaufen einer
groBeren Strecke die schnellere dielangsamere iiberrundet haben’s),
Und zwar ist diese Strecke um so groBer, je geringer der Unter-
schied in den Geschwindigkeiten ist. D& die Durchlaufgeschwindig
keit des Losungsmittels mit zunehmender Linge der Adsorptions-
sdule abnimmt, sind deren Verldngerung Grenzen gesetzt, die von
der KorngroBe des Adsorbens abhingen.

Vorversuche, die wir in dieser'Richtung angestellt haben, zei-
gen, daB beim Aluminiumoxyd mit Adsorptionssiulen von100-150
cm Liange und 0,8—1 cm Durchmesser selbst ohne Uberdruck noch
eine annehmbare Durchlaufgeschwindigkeit zu erreichen ist. Wah-
rend gewéhnlich das Linge-Querschnittverhdltnis der Adsorp-
tionssdulen 10 : 1 betrédgt, ist es hier um das 10fache groBer.
Unsere Versuche haben ergeben, daB sich entsprechend den eben
erwihnten Uberlegungen mit solchen Séulen tatsichlich Gemische
zerlegen lassen, deren Trennung unter den bisherigen Bedingungen
nicht mdglich war. Das ,,Langsdulenverfahren‘‘ bringt also eine
Erhdhung der Trennleistung, die fiir manche Zwecke nitzlich sein
kann.

Die ,,eluotrope” Reihe der L8sungsmittel

Da, wie schon oben erwahnt, die Festigkeit, mit der ein Stoff
adsorbiert wird, nicht nur von seiner Konstitution und der Art
des Adsorbens, sondern weitgehend auch von der Natur des Lo6-
sungsmittels abhangt, 1aBt sich das Adsorptionsmilieu durch An-
wendung verschiedener Solventien erheblich variieren. Man kann
den EinfluB des Ldsungsmittels auf die Adsorption zahlenmaBig
dadurch erfassen, dafl man einen Testfarbstoff in bestimmter Kon-
zentration in ihm l6st und dessen Adsorptionswert®) fiir ein ge-
eignetes Adsorbens ermittelt. Solche Messungen sind vor einiger
Zeit von Trappe®) durchgefithrt worden und haben zur Aufstellung
der folgenden Reihe gefiihrt, die im wesentlichen schon vorher
durch die Praxis der Chromatographie bekannt war.

Petroldther (oder Benzin, Cyclohexan, Tetrachlorkohlen-
stoffy —Benzol —Chloroform—Ather—Essigester—Aceton
— n-Propylalkohol — Athylalkoho! — Methylalkohol —
Wasser — Pyridin.

Je weiter oben ein Losungsmittel in dieser Reihe steht, desto fester werden
Stoffe aus ihm adsorbiert. Umgekehrt nimmt dic eluierende Wirkung von
oben nach unten zu, (,,eluotrope’’ Reihe®)). Zwischen dem Elutionsvermagen
der Ldsungsmittel und einigen ihrer physikalischen Eigenschaften bestehen
Zusammenhinge. So steigt die Benetzungswirme in der obigen Reihe von
oben nach unten an. In der gleichen Riehtung werden das Ldsungsvermogen
fiir Wasser und die Dielektrizititskonstante gréfer. Es muf betont werden,
dal die eluotrope Reihe in der oben angegebenen Form nur fir hydrophile.
Adsorbentien, niieht dagegen {iir die hydrophobe Kohle gilt.

Das verschiedene Elutionsvermdégen der Losungsmittel ermdg-
licht es, ein an der Adsorptionssdule adsorbiertes Gemisch dadurch
zu trennen, daf nacheinander mit Lisungsmittein zunehmenden
Elutionsvermégens nachgewaschen und das Filtrat fraktioniert
aufgefangén wird; eine Modifikation des Tswettschen Verfahrens,
die man als ,,flitssiges Chromatogramm‘ bezeichnet hat. Sie
hat sich hdufig bewdhrt, besonders bei der Trennung farbloser Ver-
bindungen. Ein gutes Beispiel fir ihre Anwendung ist die von
Trappe'?) beschriebene Trennung natiirlicher und kfinstlicher Li-
poid-Gemische. die sich quantitativ in Kohlenwasserstoffe, Cho-
lesterinester, Triglyceride, freies Cholesterin und Fettsiuren zer-
legen lieBen.

Da fiir das fliissige ,,Chromatogramm* nur ein Adsorbens er-
forderlich ist, dessen Aktivitidt durch Verwendung verschiedener
Waschflussigkeiten variiert wird, erhebt sich die Frage, ob dieses
Verfahren nicht einfacher ist als die wiederholte Adsorption an
Adsorbentien verschiedener Aktivitit. Um sie zu beantworten,
muB durch systematische Versuche gekldrt werden, ob sich die
Aktivitdt eines Adsorbens allein durch Verwendung verschiedener
Losungsmittel genau so abstufen 148t, wie durch einen verschiede-
nen Feuchtigkeitsgehalt, und ob dabei die Trennscharfe die gleiche
ist wie bei Verwendung verschiedener Adsorbentien. Im Rahmen
solcher Versuche haben wir mit unseren Testfarbstoffen zunichst
den EinfluB von reinem Benzol und Benzol-Benzingemisch 1 : 4
auf die Adsorption an Aluminiumoxyd untersucht. Dabei hat sich
ergeben, daB in Benzol die Aktivitit des Oxydes jeweils um eine
Stufe niedriger erscheint als in Benzol-Benzin; ein Aluminium-
oxyd, das in Benzol-Benzin 1 : 4 z. B. die Aktivitdt | zeigt, ver-
halt sich also in Benzol wie ein Aluminiumoxydll. Eine bemer-
kenswerte Ausnahme von dieser Regel ergab sich bei den Farb-
stoffen Sudanrot und Sudangelb'?). Sie werden an Aluminiumoxyd
I 1 aus Benzol-Benzin gut getrennt und sollten nach dem eben
gesagten aus Benzol an Aluminiumoxyd I die gleiche gute Tren-
nung aufweisen. Das isPjedoch nicht der Fall. Aus Benzol werden
beide Farbstoffe als einheitliche auch beim Nachwaschen nicht

p-(CH,),;N-Azob.

p-NH,-Az0b. p-CH,-CO-Azob. -NH,-Azob.
p-CH ,-CO-Azob. p-CH,-CO0-Azob. p-CH,-CO0O-Az0b.
Al,0, 11 AlLO, I AL,0, 1t

Losungsmittel p-CH,0-Azob.
Al O, I
1. Benzol-Cyclohexan 1:4 oder Keine Trennung
Chloroform ................
. Benzol ............ ... ... Gute Trennung

. Chloroform + 19 Alkohol
. Cyclohexan + 10% Essigester

Gute Trennung
Gute Trennung

LN

Keine Trennung

Gute Trennung
Gute Trennung
Gute Trennung

Keine Trennung Keine Trennung

Keine Trennung
Gute Trennung
Gute Trennung

Keine Trennung
Gute Trennung
Gute Trennung

Tabelle 3
Elutionswirkung verschiedener Lésungsmittel

1) Vorausgesetzt daB sich die beiden Stoffe nicht gegenseitig in ihrer Ad-
sorption beeinflussen.
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1) Konstitution der Farbstoffe vgl. H. Brockmann u. H. Schodder, Ber.
dtsch. chem. Ges, 74, 73 [1941].
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trennbare Zone adsorbiert. In Ubereinstimmung damit liegen die
Adsorptionsisothermen der beiden Farbstoffe in Benzol sehr nahe
beieinander, wihrend sie in Benzol-Benzin stark voneinander ab-
weichen. Ein &hnliches Verhalten des Benzols fanden wir bei Ver-
suchen mit verschiedenen Azobenzol-Derivaten, die in der Tabelle
3 wiedergegeben sind. Die Farbstoffe wurden aus Benzol-Cyclo-
hexan 1 : 1 oder aus alkohol-freiem Chloroform an alkali-freiem
Aluminiumoxyd I bzw. 11 adsorbiert, wobei sich eine einheitliche
Zone ausbildete. Bei dem Nachwaschen mit den Losungsmitteln
3 und 4 trat in allen Fillen eine gute Zonenbildung und Trennung
ein, mit Benzol dagegen nur bei den Farbstoffpaaren der beiden
ersten Spalten'®).

Man stB8t also bei den Losungsmitteln auf dhnliche Verhélt-
nisse wie bei den Adsorbentien. Ebenso wie an einem Adsorbens
Trennung eines Gemisches erfolgen kann, am anderen dagegen
nicht, kann am gleichen Adsorbens in einem Ldsungsmittel Zo-
nenbildung eintreten, wihrend in einem anderen die Adsorp-
tionsunterschiede so gering sind, daB eine Trennung nicht moglich
ist1?). Die Analogie geht sogar noch weiter. Wir hatten oben ge-
zeigt, daB die Unterschiede in der Adsorptionsfestigkeit zweier
Stoffe so weit differieren kénnem, daB die Reihenfolge der Zonen an
verschiedenen Adsorbentien verscHieden ist. Die gleiche Erschei-
nung findet sich, wie die folgenden Befunde zeigen??), auch bei
Losungsmitteln. 1-Amino-anthrachinon und sein Acetyl-Derivat
lassen sich aus Benzol an Aluminiumoxyd I11 gut trennen, wobei
die Acetyl-Verbindung die obere Zone bildet, also fester adsorbiert
wird. Adsorbiert man aber aus Benzol an Aluminiumoxyd 1, so
entsteht eine schmale, einheitliche Zone, aus der sich beim Nach-
waschen mit Essigester das Acetyl-Derivat ins Filtrat bringen
18Bt, wahrend das Amino-anthrachinon in der Mitte der Saule
zuriickbleibt. Im System Aluminiumoxyd 111 — Benzol wird also
die Acetyl-Verbindung stirker, im System Aluminiumoxyd 1 —
Essigester dagegen wird sie schwicher adsorQiert.als Amino-an-
thrachinon. Die gleiche Erscheinung wurde bei einer Reihe ande-
rer Farbstoffe beobachtet. Sie ist nicht auf Aluminiumoxyd be-
schridnkt, sondern kommt auch bei anderen Adsorbentien vor??).

Diese Versuche zeigen, da8 beim ,,fliissigen‘* Chromatogramm,
die Reihenfolge in der die Komponenten eines Gemisches eluiert
werden, von der Natur des Ldsungsmittels abhdngen kann.

Ein Hinweis, daB dasfliissige Chromatogramm auch bei kompli-
zierteren Gemischen mit Erfolg angewendet werden kann, ist darin
zu sehen, daB sich das Gemisch der 6 Testfarbstoffe nach Adsorp-
tion an Al,O4 I durch fraktionierte Elution mit verschiedenen
Losungsmitteln glatt zerlegen 148t. Das Verfahren kann hier also
durchaus mit der successiven Anwendung verschiedener aktiver
Adsorbentien konkurrieren, in anderen von uns untersuchten Fil-
len war es ihm sogar iiberlegen. Welche Methode im Einzelfall
vorzuziehen ist, muB jeweils durch Vorversuche gekldrt werden.

Konstitution und Adsorption

Das groie Beobachtungsmaterial iiber die Chromatographie
homdopolarer Verbindungen an hydrophilen Adsorbentien, 148t
gewisse Zusammenhange zwischen der Konstitution der Adsorben-
den und ihrer Adsorptionsaffinitit erkennen, die sich im wesent-
lichen folgendermaBen kennzeichnen lassen?!). Gesdttigte Kohlen-
wasserstoffe werden gar nicht oder in sehr geringem Umfange
adsorbiert, ungesittigte im allgemeinen um so fester, je mehr
Doppelbindungen sie enthalten und je mehr davon konjugiert
sind. Daraus folgt die Regel, daB ein Kohlenwasserstoff eine um
so groBere Adsorptionsaffinitat besitzt, je langwelliger er absor-
biert, je tiefer also seine Farbe ist. Wenn man annimmt, daB die
Adsorption ungesattigter Kohlenwasserstoffe auf ihrer- Polarisier-
barkeit beruht, wird dieser Zusammenhang versténdlich. Denn
mit wachsender Zahl der n-Elektronen wird bei konjugierten Sy-
stemen die Anregungsenergie geringer (langwelligere Adsorption)
und.die Zahl der polaren Formen oder die Polarisierbarkeit groBer.

1") Ein gutes Beispiel fiir die Abhanﬁ‘ierit der Trennung vom Losungs-
mittel fanden kiirzlich Wolfrom u. Mitarb. ). Amer, chem, Soc. 68, 2170
[1944) bei der Trennung von Raffinose und Saccharose an einem hy-
dratisierten sauren Calciumsilikat ,,Silen EF. Mit 90 proz. Dioxan waren
die Zonen der beiden Zucker sehr dicht beieinander, beim Entwickein mit
25 proz. Athanol oder Isopropylalkohol dagegen lagen sie welt auseinan-

er.

r0) H. Brockmann u. G. Reuter, Unvertffentlicht.

1) Vgl. Zechmeister u. v. Cholnoky, Die chromatographische Adsorptions-
methode, Julius Springer, Wien 1938, 2, Aufl. G. Hesse Zitat 1.
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Die meisten funktionellen Gruppen wirken, in einen Kohlen-
wasserstoff eingefiihrt, erh6hend auf die Adsorptionsaffinitat. Ord-
net man sie nach dieser Eigenschaft , so ergibt sich folgende Reihe
abnehmender Adsorption: -COOH, -OH, -NH,, >C0, -0-Alkyl, die
sich iibrigens auch in der eluotropen Reihe der Ldsungsmittel
wiederfindet, deren Elutionsvermdgen in der Reihenfolge: Essig-
sdure — Alkohol — Aceton — Ather abnimmt. Die Rangord-
nung der funktjonellen Grippen hat sich im wesentlichen aus dem
Vergleich ahnliihgebauterVerbindungen“)ergeben und sagt quan-
titativ tiber die Unterschiede in der Adsorptionsaffinitat nichts
aus. Um in dieser Hinsicht einen genaueren Vergleich der funktio-
nellen Gruppen, etwa an Hand der Adsorptionsisothermen durch-
zufithren, braucht man Verbindungen, die — alle von der gleichen
Stammsubstanz abgeleitet — sich nur durch die Natur einer stel-
lungsgleichen funktionellen Gruppe unterscheiden. Dieser Forde-
rung geniigen, wie wir fanden, in vorbildlicher Weise die farbigen,
leicht zuginglichen p-substituierten Azobenzole, deren chroma-
tographisches Verhalten bei einer groBeren Anzahl von Vertretern
untersucht wurde. Ein zahlenm#Biger Verg eich durch Ausmessung
der Adsorptionsisothermen steht noch aus. Das Ergebnis unse-
rer Versuche, bei denen als Adsorbens Aluminiumoxyd verschiede-
ner Aktivitat und als Losungsmittel Benzol verwendet wurde, ist
in Tabelle 4 wiedergegeben. Die nummeriert untereinander ste-

(o]
1. R~C<
OH
\"
2. R—OH
I 1v
3. R-NH—Cl—CH.
I 111
4. R—NH-—~C~C H,
I 111
5. R—NH, >—"—< R—O—-—ﬁ-—CH.
I I
(o}
6. R—c”/
v H
] n
A
R—-C~0—CH, >-——<{ R—C—CH,
\ ]
'
7. I A R—0—C—C,H;
8. R—N(CH,), >—l—< R—NO,
I .
9. R-—~OCH,
N
| I
A
10. R—Cl >——< R—CH, >-—<{ R—H
<«—> trennbar >——<Z nicht trennbar
Tabelle 4

R = Azobenzol-Rest Rdm. Ziffern= Aktivitatsstufe des Aluminiumoxydes

henden Verbindungen konnten unter diesen Bedingungen vonein-
ander getrennt werden, die in einer Reihe nebeneinander stehen-
den dagegen nicht. Verbindungen, die zwischen zwei Nummern
stehen, lieBen sich von den Vertretern dieser beiden Nummern
nicht trennen.

Man hat also in den Azobenzol-Derivaten eine Reihe von Verbindungen
zur Verfiigung, die sich durch ihre fein abgestufte Adsorptionsaffinitat gut als
Testfarbstoffe zur Herstellung verschiedener aktiver Adsorbentien sowie als
Indikatorfarbstoffe zur Trennung farbloser Verbindungen (siche unten) eignen.

1) Ein groBeres Beobachtungsmaterial liegt bisher nur bei den Carotinoiden
vor. Vgl. A. Winterstein u. Q. Stein Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem,
220, 251 [1933].
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Wie aus dor Yabelle horvorgeht, lassen sieh sinige Vortroter der Reilio unuter don
angegebonen Bedingungen (Aluminiumoxyd-Benzol) nicht trennen. Da Ge-
mische, die an Aluminiumoxyd oder aus Benzol nicht tronnbar sind, wie oben
gezeigt wurde, hiufig an anderen Adsorbentien oder durch Verwendung eines
anderen Ldsungsmittels zerlegt werden konnen, besteht die Moglichkeit, daB
dies auch bei dieson Verbindungen gelingt. Sic sind daher geeignet, die Ab-
hingigkeit der Trennbarkeit vom Adsorptionsmilieu zu studieren. Beim Ge-
misch aus p-Amino-azobenzol und p-Acetoxy-azobenzol konnte eine Trennung
bereits durch Wechael des Losungsmittels (Cyclohexan : 109, Esaigester statt
Benzol) erreicht werden.

Hinsichtlichdesadsorptiven Verhaltensder funktionellen Grur-
pen 14aBt sich aus Tabelle 4 folgendes entnehmen.

1) Firdie HOOC-, HO-, H,N-, 0C<, H,COOC-, CH,0-Gruppe
ergibt sich die gleiche Reihenfolge, wie sie auch bei anderenVerbin-
dungen gefunden worden ist. Alkylierung setzt die Wirksamkeit
der HOOC-, HO- und H,N-Gruppe stark herab, wobei in den
Methylderivaten die Reihenfolge der Stammverbindungen(-COOH,
-OH, -NH,) nicht erhalten bleibt.

2) Acylierung der HO-Gruppe schwicht die Adsorption.

3) Acylierung der HyN-Gruppe erhtht die Adsorption.

4) Die CO-Gruppe in der Aldehyd-, Keto- und veresterten
HOOC-Gruppe zeigt keine wesentlichen Unterschiede in ihrem
EinfluB auf die Adsorption.

5) Die adsorptiven Eigenschaften der O,N-Gruppe sind gering.
Halogen und H,C- im Kern ist unter den oben geschilderten Be-
dingungen ohne merklichen EinfluB auf die Adsorption.

Bei einer der obigen analogen Reihe von Stilben-Derivaten
tanden wir die gleiche Adsorptionsrangordnung der funktionellen
Gruppen. Wir halten es fir wahrscheinlich, daB sie im groBen und
ganzen f(ir alle Verbindungsreihen gilt, die bei gleicher Stammsub-
stanz sich nur in der Konstitution einer stellungsgleichen funktio-
nellen Gruppe unterschieden, vorausgesetzt, daB das gieiche Ad-
sorptionsmilieu wie bei der Aufstellung der Rangordnung ange-
wendet wird.

Ein groBeres Beobachtungsmaterial zeigt, daB bei Verbindungen mit mehre-
ren gleichen funktionellen Gruppen die Adsorptionsaffinitdt mit deren Zahl
zunimmt, was ohne weiteres verstindlich ist, da in der Hauptsathe dicse
Gruppen die Bindung an das Adsorbens vermitteln. Bei solchen Verbindungen
genligt bei sonst gleichem Bau der Mehrgehalt von einer Gruppe, um eine
glatte chromatographische Trennung zu errcichen. Wie sich die Zahl der funk-
tionellen Gruppen quantitativ auf die Adsorptionsaffinitat auswirkt, ist noch
nicht untersucht worden. Solche Untersuchungen wéren von Interesse, um
festzustellen, ob sich die Adsorptionsaffinitit einer Verbindung annihernd
additiv aus derjenigen ihrer einzelnen Gruppen (Stammsubstanz, funktionelle
Gruppen) zusammensetzt: Bei einfacher gebauten Verbindungen scheint dasin
ganz grober Anniherung der Fall zu sein. Dabei sind allerdings sterische Ver-
hiltnisse zu berticksichtigen, z. B. die Stellung der funktionellen Gruppen in
aromatischen Ringsystemen. So wird bei den drei isomeren Nitrophenolen
und Nitranilinen die para-Verbindung fester adsorbiert als die me-
ta- und diese wiederum fester als dic ortho-Verbindung, was bei
rein additiver Wirkung der beiden funktionellen Gruppen nicht der Fall sein
ditrfte. Ebenso ist bei den Zuckern, wie zu erwarten, dio sterische Anordnung
der funktioncllen Gruppen won EinfluB auf die Adsorption, so daB auch bei
ihnen Verbindungen mit gleicher Zahl der Gruppen in manchen Fillen chroma-
tographisch trennbar sind. Z. B. 1aBt sich der Penta-azoylester.(,,Azoyl*-Azo-
benzol-p-carbonsaure-Rest) der d-Fructose infolge seiner festeren Adsorption
an Aluminiumoxyd vom Penta-azoyl-ester der d-Glucose trennen.

Spielen sterische Unterschiede dagegen keine Rolle, so kann,
wie sich an einergroBen Zahl von Beispielen zeigen148t,als Faust-
regel der Satz gelten, daB sich die adsorptive Wirkung des Grund-
gerustes und der funktionellen Gruppen in ganz grober Anndhe-
rung additiv verhdlt. Mit'dieser Regel und der oben aufgestellten
adsorptiven Rangordnung der funktionellen Gruppen 146t sich
in vielen Fillen fiir das Adsorptionsmilieu Al,0,-Benzol voraus-
sagen, ob Verbindungen chromatographisch trennbar sind.

Von der Annahme ausgehend, daB die Festigkeit der Bindung um so graBer
wird, je stirker polar oder polarisierbar die funktionellen Gruppen sind, hat
man versucht, die Dipolmomente der Adsorbenden mit ihrer Adsorptionsaffi-
nitit in Beziehung zu setzen. In cinigen Fillen, so bei den drei stellungsiso-
meren Nitrophenolen und Nitranilinen ergibt sich, daB die Adsorptionsaftinitat
in Richtung ortho- meta- para- mit der GroBe des Dipolmomentes zunimmt13).
Ein solcher Zusammenhang kann aber keineswegs als allgemeiner gilltig ange-
sehen werden, auch dann nicht, wenn man Verbindungen mit nur einer funk-
tionellen Gruppe hinsichtlich ihrese Gruppenmomentes miteinander vergleicht.

*) R. T. Arnold, ). Amer. chem. Soc. 61, 1611 [1939].
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Im Zusanunenhang mit den in diesemt1 Abschnitt behandelten
Beziehungen zwischen Konstitution und Adsorption soll noch kurz
erdrtert werden, wie weit sich eine verschiedene Liange aliphati-
scher Seitenketten bei sonst gleich gebauten Verbindungen, z. B.
bei Fettsduren und aliphatischen Aminosduren auf die Adsorption
auswirkt. Bei der Adsorption von Fettsduren aus Petrolither
an Magnesiumoxyd war eine Trennung nur mdglich, wenn sich
die Sduren um 4 C-Atome unterschieden?). Dagegen lieB sich eine
ungesdttigte Sdure von einer gesdttigten auch dann trennen, wenn
sie die gleiche Anzahl C-Atome enthielt. Ein Gemisch aus Laurin-
sdure, Myristinsdure, Palmitinsdure und Stearinsiure war aus
Petroldther an Aluminiumoxyd nicht zerlegbar®®), dagegen ge-
lang die Trennung an Aktivkohle. In theoretischer Hinsicht von
Interesse sind Befunde von Cassidy?®) iiber den Zusammenhang
zwischen Adsorptionsisothermen und chromatographischer Tren-
nung. Obwohl an einer Aktivkohle auf Grund der Adsorptions-
isothermen Laurinsdure stdrker als Stearinsdure adsorbiert wurde,
zeigte sich bei der chromatographischen Adsorption eines Ge-
misches umgekehrt die Stearinsdure fester adsorbiert. Ferner lie8
sich an einer anderen Kohle, an der die Adsorptionsisothermen
nahezu {ibereinstimmten, eine teilweise chromatographische Tren-
nung erreichen. Die Sduren uben also offenbar in gemeinsamer
Losung einen gegenseitigen EinfluB auf ihre Adsorption aus.
Cassidy schlieBt aus seinen Befunden, daB man aus den Adsorp-
tionsisothermen der einzelnen reinen Sduren nichts Gber ihre chro-
matographische Trennbarkeit aussagen kann. Diese Befunde sind
far eine Theorie des Chromatogrammes von Bedeutung.” Es wire
daher von Interesse zu priifen, ob sich bei den hydrophilen Adsor-
bentien #hnliche Verhdltnisse ergeben.

Um die Fettsduren im Chromatogramm sichtbar zu machen,
hat man vorgeschlagen, sie durch Umsetzen mit p-Amino-azoben-
zolin farbige Verbindungen tiberzufiihren. Eine Untersuchung der
so erhaltenen Derivate hat ergeben, daB sich auch bei den niedrig-
molekularen Siduren benachbarte Glieder der homologen Reihe
nicht trennen lassen?®). Eine Zonenbildung tritt erst bei gréBeren
Differenzen in der Kettenliange ein. Dagegen lassen sich, wie vor
kurzem gefunden wurde??), die p-Phenyl-phenacyl-ester der un-
verzweigten Fettsduren bis zur Decansdure an Kieselsdure aus
Benzol-Petrolather 1 : 1 trennen(Nachwaschen mit Aceton), wenn
sich die Sduren um eine CH,-Gruppe unterscheiden. Die Zonen
der Ester geber sich unter der UV-Lampe durch blaue Fluoreszenz
zu erkennen. Die Adsorption ist um so schwdicher, je ldnger die
aliphatische Kette ist.

Chromatographische Trennung
farbloser Substanzen

Die Ubertragungder chromatographischen Adsorption auf farb-
lose Substanzen ist, falls sie nicht fluoreszieren, dadurch erschwert,
daB ihre Zonen nicht sichtbar sind. Alle Bestrebungen, die Me-
thode far farblose Verbindungen nutzbar zu machen, sind deshalb
darauf gerichtet gewesen, die Adsorptionszonen erkennbar zu ma-
chen. Das ist auf folgenden Wegen erreicht worden:

1) Durch Zusatz eines Farbstoffes, der zusammen mit einer
gesuchten Komponente des Gemisches adsorbiert wird und da-
durch deren Zone anzeigt (Indikatormethode).

2) Durch Pinselung der aus dem Chromatogrammrohr her-
ausgedriickten Adsorptionssiule mit einem Reagenz, das die Lage
einer oder womdglich mehrerer Zonen anzeigt'®) (Teststrich-
methode).

3) Durch Uberfiihrung der farblosen Verbindungen in farbige
Derivate, aus denen sie nach der Adsorption zurtckgewonnen
werden kdnnen?’) (Farbkopplungsmethode).

Das erste, schon von Tswelt vorgeschlagene Verfahren hat den Nachteil,
daB nur eine Zone des Chromatogramms gekennzeichnet wird und bisher wenig
iber geeignete Indikatorfarbstoffe bekannt war. Diese stehen jotzt in den oben
genannten Testfarbstoffen und den Azobenzol-Derivaten in gréBerer Anzahl

1) [A149415 Graaf u. E. L. Skan, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 15, 340

) H. G. Cassidy, J. Amer. Chem. Soc. 62, 3073 [1940]; 63, 2735 {1041]).

ts) J. Amer, chem. Soc. 62, 3076 [1940).

1*) J. G. Kirchner, A. N. Prater u. A. . Haagen-Smit Ind. Engng. Chem.,
analyt. Edit. 16, 31 [1944].

10) L. Zechmeister, Bull. Soc. Chim. biol. 18, 1885 [1936].

) W. S. Reich, Biochem. J. 33, 1001 [1939].
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und in abgestufter Adsorptionsaffinitat zur Verfiigung, so dal es in manchen
Fallen nunmehr moglich sein wird, auch mehrere Zonen zu markieren, Die
Methode ist nicht so vielscitig anwendbar, wie die beiden unter 2 und 3 genann-
ten. Sie cignet sich in der Hauptsache daliir, einen in seinen Eigenschaften
schon bekannten Stoff in kleiner Menge aus einem komplizierten Gemisch ab-
zutrennen. Ein typisches Beispiel fir eine derartige Anwendung bictet die
Isolierung des antirachitischen Vitamins aus Fischlebertran®), bei der weder
die Teststrichmethode noch die Uberfithrung in farbige Derivate anwendbar
gewesen wire.

Dagegen haben diese beiden Verfahren in den letzten Jahren
wesentlich dazu beigetragen, die Chromatographie fiir die Tren-
nung farbloser Verbindungen nutzbar zu machen, besonders auf
dem Gebiete der Zucker und der Aminosduren. DaB hier eine mit
kleinen Mengen arbeitende quantitative Trennungsmethode von
groBer Bedeutung ist, braucht nicht besonders hervorgehoben zu
werden.

Die erste chromatographische Trennung von Zuckern gelang
Reich®*) nach Methode 3). Als Farbkomponente diente Azobenzol-
p-carbonsidure. Er fand, daB sich die Penta-azoylester der d-Fruc-
tose und d-Glucose an Kieselsdure aus Benzol-Benzin 1 : 4 trennen
lassen. Mit der gleichen Methode konnten spater die folgenden
Zucker getrennt werden3!):

Cellobiose—d-Glucose, d-Glucose—d-Galactose, d-Xylose-1-
Arabinose, Saccharose-Trehalose, d-Glucose—Saccharose—Cello-
biose, d-Arabinose—d-Glucose - Saccharose - Cellobiose.

Auch fir die Trennung partieil methylierter Zucker ist das Ver-
fahren geeignet??) (2,3,4,6-Tetra-methylglucose-azoylester—3-Me-
thyl-glucose-ester sowie 2,3,6-Trimethyl-glucose von 2,3-Dime-
thyl-glucose (Adsorbens: Kieselsdure, Losungsmittel: Chloroform-
Benzol-Leichtbenzin). Bei der Adsorption unveresterter Methyl-
glucosen wurde festgestellt, daB sich Tri- und Tetramethylglu-
cose aus Benzol an Aluminiumoxyd nicht trennen lassen; da-
gegen kann Dimethyl-glucose von diesen beiden durch Adsprption
an dem gleichen Adsorbens getrennt werden, wenn als Losungs-
mittel Aceton-Benzol 1 : 1 verwendet wird®®). Fiir die Konstitu-
tionsermittlung von Polysacchariden ist es von Bedeutung, daf
kiirzlich Jones die Trennung von Tetramethy!-methylglucosid und
Trimethyl-methylglucosid an aktiviertem Aluminiumoxyd aus A-
ther-Leichtbenzin gelang, denn dadurch 148t sich auch in kleinen
Mengen von Stirkehydrolysaten das Verhiltnis der beiden Ab-
bauprodukte ermitteln??).

In Form ihrer Acetyl-Derivate konnen Rohrzucker, Glucose und Fructose
durch Adsorption aus Benzol an . Magnesol** (synthetisehes, hydratisiertes
Magnesiumsilikat) getrennt werden, wobei die Zonen nach der Pinselmcthode
mit Kaliumpermanganat-Losung sichtbar gemacht werden, ein Verfahren, das
von Wolfrom3%) zur Analyse roher Rohrzuckerpriparate verwendet wurde. Der-
selbe Autor?®) hat vor kurzem gezeigt, dal sich auch die Zucker selber chromato-
araphisch trennen lassen, wenn man sie an ,,Magnesol** oder bestimmten Filter-
erden aus Athylalkohol oder Isopropylalkohol mit weehsclndem Wassergehalt
adsorbiert. Verwendt wurdon folgende Mischungen, deren eluierende Wirkung
von links nach rechts abnimmt: 70 %iger Alkohol, 90%iger Alkohol, 95%iger
Alkohol, 90 Yiger Isopropylalkohol, 97%iger Isopropylalkohol. Nach ihrer
Adsorptionsaffinitat lassen sich die Zucker in verschiedene Gruppen einteilen.
Folgende Trennungen wurden unter anderen durchgefiihrt: d-Glucose—d-Sor-
bit, d-Mannit—d-Dulcit, Saccharose—Raffinose, sowie die Trennung der fol-
genden Zucker, die in Hydrolysaten von Hemieellulosen vorkommen kénnen.
namlich d-Galacturonsdure, d-Galactose, d-Glucose, d-Xylose und d-Rham-
nose. Auch bei diesen Trennungen wurden die Zonen dadurch sichtbar gemacht,
daB die aus dem Adsorptionsrohr herausgedriickte Saule mit ciner Kaliumper-
manganat-Losung bepinselt wurde.

Die Uberfithrung in farbige Verbindungen durch Kupplung
mit Azobenzolcarbonsiure hat sich auch zur Trennung von Amino-
sduren bewdhrt. So konnte Karrerd”) zeigen, daBl nach Veresterung
der Carboxyl-Gruppe und Kupplung der Amino-Gruppe mit Azo-
benzol-p-carbonsiure sich Glykokoll, Alanin, Leucin und Valin
trennen lassen, wobei die Adsorptionsaffinitat in dieser Reihe von

39y H. Brockmann Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 241, 104 [1936].

M) G. Coleman’ u. :ahtarb J. Amer. chem. Soc. 61, 1501 [1942]; 69,
1588[1943] 67, 381 [1945]

¥ ) K. Merzweiler u. Mitarb. J. Amer. chem. Soc. 65, 2367 [1943].

33) E. J. Norberg, J. Auerbach u. R. M. Hixon, J. Amer. chem. Soc. 67,342
[1945

) {VK N. Jones, J. Chem. Soc. [London] 194¢, 333.

) w. Bmkleyu M. L. Wolfrom, J. Amer. chem. Soc. 68, 1720 {1946].

39) B. W, Lew, M, L. Wolfrom u, R. M. Goepp, J. Amer. chem. Soc. 6,
1449 [1946]

) P, Karrer, R. Keller u. G. Szony!, Helv. Chim. Acta, 26, 38 [1943].
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links nach rechts abnimmt. Die Beobachtung, daB die Adsorption
um so fester ist, je kleiner die aliphatische Seitenkette ist, stimmt
iberein mit den oben erwdhnten Befunden an Fettsdure-Deriva-
ten. Ebenso wie bei den p-Phenyl-phenacylestern der niedrig-
molekularen Fettsduren geniigt auch hier, wie das Beispiel Alanin-
Glykokoll zeigt, ein Unterschied einer einzigen CH,-Gruppe in der
aliphatischen Seitenkette, um eine Trennung herbeizufiihren.

Trotz der eben geschitderten Erfolge haben die Teststrich- und
die Farbkoppiungsmethode gewisse Nachteile. Um den Teststrich
anzuwenden, mufl die Adsorptionssiule, ohne zu zerbrickeln, aus
dem Chromatogrammrohr herausgedriickt werden, was nicht im-
mer gelingt, und es muB ein geeignetes Reagenz zur Kennzeich-
nung der Zonen zur Verfiigung stehen, was bei vielen Stoffen nicht
der Fall ist. Hinzu kommt, da8 die ,,Entwicklung'‘ des Chromato-
gramms nicht verfolgt werden kann und bei verbogenen Zonen
eine saubere Trennung schwer ist. Bei der Farbkopplungsmethode
entfallen diese Schwierigkeiten. Dafiir hat sie den Nachteil, da8
bei der Uberfihrung in farbige Derivate und deren riickliufiger
Spaltung Verluste auftreten konnen und bei manchen Verbin-
dungen solche Derivate garnicht zu erhalten sind.

In jiingster Zeit ist nun ein Verfahren entwickelt worden, daB
bei einfacher Handhabung alle diese Schwierigkeiten umgeht und
recht allgemeiner Anwendung fahig ist®). Es beruht auf folgender
Uberlegung. Die Zonen farbiger Stoffe werden dadurch sichtbar,
daB sie einen Teil des weiBen Lichtes selektiv adsorbieren. Die
gleiche selektive Adsorption muB bei den Zonen farbloser Stoffe
eintreten, wenn sie mit ultraviolettem Licht geeigneter Wel-
lenldnge bestrahlt werden. Gelingt es, diese Adsorption sichtbar
zu machen, so werden damit auch die Zonen erkennbar. Das ist,
wie wir fanden, moglich, durch Verwendung fluoreszierender
Adsorbentien. Ist deren Oberfliche mit einem farblosen Adsor-
benden bedeckt, so wird bei Bestrahlung mit Ultraviolettlicht,
dessen Wellenldnge innerhalb des Absorptionsbereiches des Ad-
sorbenden liegt, ein Teil des fluoreszenzerregenden Ultraviolett
absorbiert. Infolgedessen ist dort, wo sich Zonen befinden, die
Fluoreszenz schwicher als da, wo die Sdule ,,leer ist; die Zonen
erscheinen daher dunkel auf hellem Grunde. Die einzelnen Kérn-
chen des Adsorbens wirken also wie kleine Leuchtschirme. Als
Adsorbens verwendeten wir bei unseren ersten Versuchen Alu-
mininumoxyd, das durch Erhitzen mit kleinen Mengen von Schwer-
metallen fluoreszierend gemacht worden war. Spiter stellte sich
heraus, daB es bequemer ist, Adsorbentien dadurch fluoreszenz-
fdhig zu machen, daB man sie mit kleinen Mengen einer fluc-
reszierenden Verbindung anfarbt, die zwei Bedingungen erfilllen
muB. Sie darf mit den zu adsorbierenden Verbindungen nicht
reagieren, und sie mul so fest am Adsorbens haften, daB sie
beim Eluieren der Adsorptionszonen nicht abgeldst wird. Fiir Alu-
miniumoxyd eignet sich in dieser Hinsicht weitaus am besten, das
zum Aluminium-Nachweis verwendete Pentaoxyflavon Morin, das
schon in kleiner Menge dem Adsorbens eine leuchtend gelbe Flu-
oreszenz verleiht, ohne dessen Adsorptionsfihigkeit merklich zu
beeinflussen. Es 148t sich mit Vorteil auch zur Herstellung von
fluoreszierendem Calciumcarbonat und Magnesiumoxyd verwen-
den. An Stelle des Morins kdonnen auch andere Verbindungen
benutzt werden, beim Aluminiumoxyd z. B. Salicylsdure, die blau
fluoreszierende und Diphenyl-fluorindin-sulfosdure, die rot flu-
oreszierende Prdparate liefert. Zur Herstellung fluoreszierender
Kieselsdure eignet sich am besten Berberin (gelbe Fluoreszenz).

Bei den Adsorbentien mit Eigenfluoreszenz, wie den durch
Erhitzen mit kleinen Metallmengen dargesteliten oben erwdhnten
Aluminiumoxyd-Prdparaten kommt die Schwichung der Fluores-
zenz innerhalb der Zonen dadurch zustande, daB die jedes Teil-
chen des Adsorbens umbhiillende Schicht der adsorbierten Sub-
stanz das fluoreszenzerregende Licht absorbiert, wodurch das da-
runterliegende als Leuchtschirm wirkende Teilchen weniger hell
fluoresziert. Bei den angefdrbten Adsorbentien (Fremdfluoreszenz)
ist dieser Vorgang nicht moéglich. Hier kann die Schwidchung der
Fluoreszenz dadurch hervorgerufen werden, daB der adsorbierte
Stoff die Fluoreszenz einer unmittelbar neben ihm auf der Adsor-
bensoberfldche befindlichen Farbstoffmolekel loscht. Oder aber
das einfallende UV-Licht wird durch die obersten Schichten des

¥*) H, Brockmann u. F. Volpers, Chem Ber 80, 77 [1947); Naturwiss. 33,
58 [1946}; diese Ztschr. 59, 30 [194
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mit farbloser Substanz beladenen Adsorbens absorbiert und kann
nun die darunterliegenden fluoreszierenden Teilchen nicht oder
nur noch wenig zur Fluoreszenz anregen. Wenn diese Uberlegung
richtig ist, mtiBten sich Zonen farbloser Substanzen auch dadurch
sichtbar machen lassen, daB man dem Adsorbens eine zweite flu-
oreszierende aber nicht adsorbierende Substanz beimischt. Das
ist nun, wie wir fanden, tatsichlich der Fali®). Vermischt man
ndmlich Aluminiumoxyd mit 5—109 seines Gewichtes einer Zink-
sulfid enthaltenden Leuchtfarbe, die selber nicht adsorbiert, so
werden unter der Analysenlampe die Zonen farbloser Verbindun-
gen dunkel auf hellem Grunde erkennbar, auch bei dem ldnger an-
haltenden Nachleuchten der Adsorptionssdule. Bild 1 soll die
Leuchtschirmfunktion der Zinksulfidteilchen deutlich machen,

)

&8,

—_— - @,
= [ 3
—_— QOS)O
uv-Licht
O Teilchen des Adsorbens
© Teilchen des Adsordens
mit adsorbierter Substanz

YLK ® Teilchen der Leuchtfarbs

Mit Hilfe von fluoreszierendem Morin-Aluminiumoxyd konn-
ten z. B. folgende Gemische getrennt werden (die zuerst genannte
Verbindung wird fester adsorbiert): Zimtaldehyd-Benzaldehyd,
p-Methoxy-benzaldehyd-Benzaldehyd, Dimethylamino-benzalde-
hyd-Benzaldehyd, Vanillin-Piperonal, B- jonon-Pseudojonon, Pho-
ron-Mesityloxyd. Bei den meisten dieser Verbindungen 148t sich
auf Grund der oben dargelegten Zusammenhidnge zwischen Ad-
sorption und Konstitution die Trennbarkeit voraussagen. Gut
sichtbare Zonen gaben auch die zur Charakterisierung von Alko-
holen verwendeten p-Nitrobenzoesdure-ester, sowie die zur Kenn-
zeichnung von Sduren haufiger benutzten p-Brom- und p-Phenyl-
phenacylester.

Als Lichtquelle diente ftir diese Trennungen eine Analysen-
quarzlampe, deren Filter praktisch nur fir die Linien 365 und
366,3 my durchlassig ist. Fur Stoffe, die bei dieser Wellenldnge
keine merkliche Absorption mehr zeigen, muB kurzwelligeres Licht
verwendet werden, das sich verhaltnismiBig leicht mit Hilfe ge-
eigneter Filter gewinnen 148t. Wir benutzten zu dem Zweck ein
Chlorfilter von 25 cm Ldnge und Fenstern aus Filterglas UG 5 der
Firma Schott, das praktisch nur die Linie 253,7 my durchlaBt. Mit
dieser Anordnung konnten z. B. die Chromatogrammzonen des
Ergosterins und des Patulins, die unter der Analysenlampe nicht
zu erkennen sind, sichtbar gemacht werden. Damit ist gezeigt, daB
an fluoreszierenden Adsorbentien alle farblosen Verbindungen, die
zwischen 250 mu und dem sichtbaren Teil des Spektrums merk-
liche Absorption zeigen, sichtbar gemacht werden konnen. Das
bedeutet, daB die Mehrzah! aller fiir die Adsorptionstrennung tiber-
haupt in Frage kommenden farblosen Stoffe durch das neue Ver-
fahren der chromatographischen Adsorption zuganglich gemacht
werden konnen.

Das Verteilungschromatogramm

Grundsatzlich ist jeder Vorgang, bei dem sich ein Stoff rever-
sibel zwischen zwei Phasen verteilt, zur chromatographischen Ver-
wendung geeignet, z. B. auch die Verteilung zwischen zwei be-
grenzt mischbaren Losungsmitteln. Angenommen, es lieBe sich

) H., Brockmann u, F. Volpers, Unveroffentlicht.
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eine Saule aufbauen, die statt aus Kornchen eines festen Adsor-
bens aus Partikeln eines Losungsmittels bestiinde, so miiBte sich
diese Sdule beim Durchstromen mit einer Losung, die sich mit der
Saulenfliissigkeit nicht mischt, wie eine Adsorptionssdule verhal-
ten, d. h. die Komponenten des Gemisches wiirden nach MaBgabe
ihres Verteilungskoeffizienten in die Sdule Gbergehen. Das Ver-
dienst, diese Uberlegung in die Tat umgesetzt zu haben, gebihrt
Gordon, Martin und Synget), die zeigen konnten, daB sich der
Aufbau einer Siule aus Flissigkeitspartikeln dadurch erreichen
laBt, daB man die Fliissigkeit von feinkornigem Kieselgel auf-
saugen 148t. Die Flissigkeitsteilchen erhalten dadurch ein Geriist,
das ihr ZusammenflieBen verhindert. Mit dieser neuen, als ,,Ver-
tefllungschromatogramm*‘ bezeichneten Methode, Konnten die Au-
toren Phenylalanin, Norleucin, Isoleucin, Leucin, Prolin und Valin
in Form ihrer Acetyl-Derivate trennen und aus Proteinhydrolysa-
ten auch Peptide abscheiden!!). Die Chromatogrammsdule be-
stand aus Kieselgel, das 709, seines Gewichtes an Wasser enthieit.
Um die Zonen sichtbar zu machen, war dieses Wasser mit Methy!-
orange angefarbt?), Als Losungsmittel fiir die Acetyl-aminosdu-
ren diente Chloroform, das 0,5 bis I Prozent n-Butanol enthielt.
Wie Th. Wieland u. H. Fremery®) fanden, lassen sich die Kupfer-
salze von Valin und Alanin, mit Hilfe des Verteilungschromato-
gramms trennen, wobei als Losungsmittel Phenol-Chloroform 1 :1
verwendet wird, wihrend die Sdule mit phenol-gesittigtem Wasser
getrinkt ist. In der gleichen Weise lieflen sich Leucin und Valin
sowie Leucin und Prolin trennen.

Auch in der Zuckerchemie hat sich das Verteilungschromato-
gramm bewdhrt. So lieB sich an der wasserhaltigen Kieselgelsaule
2, 3, 4, 6-Tetramethyl-glucose von 2, 3, 6-Trimethyl-glucose und
Dimethyl-glucose trennen$) (Losungsmittel Chloroform), ein Er-
gebnis, das fiir die Endgruppenbestimmung bei Stdrke und Gly-
kogen von Bedeutung ist, zumal nur 50—-200 mg Substanz erfor-
derlich sind. Ferner hat das Verteilungschromatogramm zur Tren-
nung von Glucose-pentaacetat und Cellobioseoctaacetat Verwen-
dung gefunden®).

In der Reihe der niedermolekularen Fettsauren gelang die Tren-
nung von-Ameisensiure, Essigsdure, Propionsiure und Butter-
sdure*®). Zu erwihnen ist, daB mit Hilfe des Verteilungschromato-
gramms die Bestimmung von Penicillin K in Penicillin-Gemischen
maoglich ist¢?).

Verwendet man Filtrierpapier als Trager dereinen Phase,
so lassen sich ,,zweidimensionale** Chromatogramme herstellen,
mit deren Hilfe in 400 mg eines Proteinhydrolysates 22 verschie-
dene Aminosduren festgestellt wurden?).

Das neue Verfahren ist zweifellos ausbaufdhig und wird sich
mit Erfolg auf viele andere Stoffklassen anwenden lassen. Von
Bedeutung ist, daB es eine andere physikalische Eigenschaft, die
Loslichkeit, zur Grundlage hat. Sind also zwei Verbindungen in
ihrer Adsorptionsaffinititen so dhnlich, daB sie sich im Adsorp-
tionschromatogramm nicht trennen lassen, so besteht immer noch
die Méglichkeit, daB sie auf Grund ihrer verschiedenen Loslichkeit
im Verteilungschromatogramm zerlegt werden konnen. Bei farb-
losen Verbindungen lassen sich wie wir fanden die Zonen unter der
Analysenlampe dadurch sichtbar machen, daB das Kieselgel mit
Berberin fluoreszierend gemacht wird.
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