
Nitro-Verbindungen, die einzeln durch Reduktian und Diazo- 
tierung auf die iibliche Weise in 2- bzw. 3-Oxy-N-methylmorphi- 
nan iiberfiihrt werden konnen. 

R 
\, 9\ 
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In phmnakologischer Hinsicht beanspruchen die 3-Oxy-Deri- 
vate des N-Methylmorphinans eio besonderes Interesse, wcil bei 
ihnen die Oxy-Gruppe an der gleichen Stelle steht wie im Morphin. 
Befindet sich in 3-Stellung eine freie phenolische Hydroxyl-Grup 
pe (XXIII,  R = OH), so zeigt der Stoff alle fiir das Morphin cha- 
rakteristischen Allgerneinwirkungen. A n a l g e t i s c h  ist das 3-Oxy- 
N-Methylrnorphinan im Rattenversuch dem Morphin hinsichtlich 
Grenzdosis, Intensit i t  und Dauer iiberlegen, a m  Meerschweinchen 
hat  es jedoch eine schwlchere Wirkung als Morphin. Die 3-Oxy- 
Verbindung ist also dem hydroxyl-freien N-Methylmorphinan nicht 
wesentlich iiberlegen. Methyljerung der phenolischen Hydroxyl- 
Gruppe zu X X l l l  (K= OCH,) setzt die analgetische Wirkung 
stark herab, Acetylierung dagegen bewirkt a m  Meerschweinchen 

eine stgrkere Analgesie a h  Morphin, die Wlrkung ist aber vod 
kiirzerer Dauer. 

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

Die Synthese von Morphinan-Derivaten, die im a l i c y c l i -  
s c  h e n  Ring geeignet substituiert sind, erscheint in gleicher Weise 
moglich. Da das Grundgeriist des Morphans wahrscheinlich mit 
denl des Morphins sterisch iibereinstimmt (cis-Dekalin-Typ) und 
auch Methoden bekannt sind, ,,offenel' Morphin-Derivate mit einer 
Sauerstoff-Briicke zu versehen, diirfte das  neue Ringschluflprinzip 
zahlreiche morphinlhnliche Basen zuginglich machen, deren phar- 
makologische Untersuchung mit Riicksicht auf das Sucht-Problem 
von besonderem Inieresse ist. Im gleichen Rahmen bietet sich 
auch erstmalig eine diskutierbare' Grundlage ftir die praktische 
Totalsynthese des natiirlichen Morphins. 

I n  A .  Windaus oerehre ich nleinen einzigarligen Lehrer, der mein ganzes 
Sludiuin seil 1931 gelenkt ha1 und dessen Forschungsweke spatw in jahre- 
langer Zusamnlenarbeil iiir mieh ein Vorbild war. Zur Beschafligung speziell 
mil dem Morphinproblem wurde iCh durch A .  Butenandl angeregl, der damals 
in der Windausschen Schule in Gdftingen wirkte und dessen Vorlesungen auf 
dem Alkaloid4ebief auf niich einen nachhnlligen Eindnrck machten. 

Eingeg. am 24. Juli 1947. [A 611. 

Neuere Efgebnisse 
auf dem Gebiet der chromatographischen Adsorption 
V o n  Prof. Dr .  H A  N S B R O C K  M A N N ,  aus dem Organisch-Chemischen lnstitut der Universitat Gotlingen 

I .  Der Adsorptionsvorgang 
2. Die Variation des Adsorptlonsrnllieus 
3. Adsorbenllen rnit abgestufter Adsorptionsaktivitit 
4. Die ,,eluotrope" Reihe der Losungsrnlttel 

Durch die chromatographische Adsorption ist die Chemie um 
eine Trennungsmethode bereichert worden, die eine Verarbeitung 
auch kleinster Mengen gestattet  und dadurch ausgezeichnet ist, 
daD sie oft gerade dort eine verbliiffende Leistungsfahigkeit zeigt, 
wo die klassischen Trennungsverfahren versagen. Die Zahl der 
Beispiele, die ihre erfolgreiche Anwendung auf den verschieden- 
sten Gebieten der Cfiemie demonstrieren, ist sehr groB und nimmt 
noch dauernd zu. Diesen Erfolgen ist es wohl zuzuschreiben, da13 
man der Frage, ob sich die Methode durch eine systematische 
Untersuchung ihrer Grundlagen noch verfeinern IaBt, lange Zeit 
wenig Beachtung geschenkt hat. Wir haben uns mit dieser Frage 
im Zusammenhang mit Arbeiten auf dem Naturstoffgebiet etwas 
eingehender beschlftigt, denn hier ist die chromatographische Ad- 
sorption oft das einzige Verfahren, das die Isoli'erung unbekannter 
Verbindungen ermoglicht und daher ein besonderes Bediirfnis vor- 
handen, die Methode wirklich bis an die Grenzen ihrer Leistungs- 
flhigkeit auszunutzen. Zwei Ziele sollten bei unseren Versuchen 
erreicht werden : 
1. kine Steigerung der Trennleistung durch Anwendung von Ad- 
sorbentien mit abstufbarer und in weiten Grenzen variierbarer 
Aktivit l t  sowie durch Verwendung von Losungsmitteln mit ab-  
stufbarem Elutionsvermogen. 
2. Eine Verbesserung der Methoden zur chromatographischen 
Trennung farbloser Verbindungen. 

Einige unserer Ergebnisse sollen zusammen Init denen anderer 
Autoren, die in lhnlicher 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 a n  ihrer Oberfllche 
abspielenden Adsorptionsvorglnge sog. chernische Adsorptionen, 
bei denen sich, je nachdey, ob der  Adsorbend in dissoziierter oder 
undissoziierter Form vorliegt, zwei Reaktionsweisen unterscheiden 

5. Yonstitution und Adsorption 
6.  Chrornatographische Trennung farbloser Substanzen 
7. Das Verteilungschromatograrnrn 

lassen. Die Bindung d i s s o z i i e r t e r  Verbindungen erfolgt fast 
immer auf dem Wege der Austauschadsorption, die nichts anderes 
ist als eine doppelte Umsetzung zwischen den Ionen des Adsor- 
benden und denen des Adsorbens. Die Au'stauschadsorption 'ist 
im wesentlichen auf wlBrige Losungen beschrlnkt und dadurch 
charakterisiert, da6 nicht die ganze Molekel des Adsorbenden, 
sondern nur ein Teil davon als Ion gebu'nden wird. Chromatogra- 
phisch wurde .sic in den letzten Jahren vielfach mit Erfolg ver- 
wendet'), besonders zur Trennung von Aminosiuren*). Auf ihre 
Bedeutung in biologischer Hinsicht ha t  kiirzlich Bersins) hinge- I 

wiesen. 
Wir wollen im folgenden die Austauschadsorption unberiick- 

sichtigt lassen und uns auf die zweite der beiden oben genannten 
Adsorptionsarten, auf die Adsorption u n d i s s o  zi  i e r t  e r  Verbin- 
dungen aus nicht wll3rigcn Losungsmitteln beschrlnken, die als 
eigentliche Domlne der Chromatographie anzusehen ist. Bei ihr 
werden polare bzw. polarisierbare Verbindungen von den a n  der 
Oberfliche des Adsorbens liegenden Bausteinen des Yrystallgitters 
(lonen) additiv gebunden, weshalb man hier, urn den Unterschied 
zur Austauschadsorption zu betonen, auch von Additionsadsorp- 
tionl) spricht. Die Yrafte, die den Adsorbenden binden, sind die 
gleichen, die fur  den Zusammenhalt des Gitters verantwortlich 
sind. Sie wirken bei den an der OberflBche liegenden Gitterbau- 
steinen z. T. nach auDen, besonders s tark a n  den ,,aktiven Stellen" 
d. h. dort, wo lonen nach mehreren Seiten freiliegen, wie es a n  den 
Yanten, Spitzen und Bruchstellen der krystallinen Partikel des 
Adsorbens und a n  den Fehlsrellen des Gitters der Fall ist. Diese 
zuerst von Haber und sp i t e r  von Rheinboldt und Wedekind') ver- 
tretene Auffassung der Adsorptionskrafte als Randkrif te  des Git- 
ters macht verstindlich, daD die AdsorptionsaktivitBt der hydro- 
philen Adsorbentien duphweg der Hlrteskala parallel geht, die j a  
ein gewisses Ma6 fiir die GroSe der Gitterkrifte gibt. 
I )  Vgl. G. Hesse. Adsorptionsmethoden irn Chernischen Laboratorium, Ber- 

lin 1943 S. 32. 
*) Zusarnm'enfassung bei Th.  Wiclond diese Ztechr. 56 ,  213 [1943]. 
a )  Th.  Bersin Naturwlss. 33 108 [1946]. 
') H .  Rheinbdldl u. E.  Wedehnd,  Kol1oldchern.-Beih. 1 7 ,  118 [1923]. 
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Die an  der Oberfltiehe der dipolartigen Adsorbentien vorhandenen starken 
elektrischen Felder konnen an sich unpolare Verbindungen durch Induktion 
polarisieren und dadurch elektrostatisch bindcn und bei polar gebauten Ad- 
sorbenden die Polarisation verstarken ; in mancheR Fallen his zur Ionisation, 
die wie Weilzs) gezeigt hat,  besonders bei solchrn farblosen Verbindungen 
augenfiillig wird, die farbige Ionen bilden konnen. Die hier auftretenden far- 
bigen Adsorbate sind Komplexverbindungen, analog gebaut den farbigcn Kom- 
plexsalzen, die beim Umsatz der betreffenden Adsorbenden mit AICI,, SnCI, 
usw. gebildet werdens). Der Unterschied besteht lediglich darin, dall bei der 
Adsorption die Molekeln des anorganisehen Reaktionspartners im Krystall- 
gitter miteinander verbunden sind und daher nur an der Oberflache reagieren 
kannen, wahrend sie bei den Komplexsalzen frei beweglich sind. Nieht selten 
gibt sich die Polarisation des Adsorbenden durch erhohte Reaktionsfahigkeit 
zu erkennen, cine Erscheinung, die wie Weik betont hat,  zweifellos bei man- 
chen Katalysen eine Rolle spielt. 

Enthalt  der Adsorbend OH-Gruppen, so konnen sich deren 
H-Atome unter Ausbildung einer Wasserstoffbrucke a n  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 enthllta). Besonders fest 
binden die hydrophilen Adsorbentien Wasser und die niedrig- 
molekularen Alkohole. Daher verdrangt Methanol die meisten 
anderen Stoffe vom Adsorbens5) und wird deswegen in der Chro- 
matographie allgemein als Elutionsmittel benutzt. 

Auch andere Losungsmittel werden adsorbiert, die meisten 
allerdings schwacher als die Alkohole. In einer Losung konkur- 
rieren also die Molekeln des gelosten.Stoffes mit denen des Losungs- 
mittels urn die aktiven Stellen des Adsorbens. In welchem Aus- 
maOe der geloste Stoff adsorbiert wird, h ing t  daher abgesehen von 
seiner konstitutionsbedingten spezifischen ,,Adsorptionsaffinitat" 
sowohl von der Natur des Losungsmittels als auch von der des 
Adsorbens oder wie Hesse?) es kurz ausgedruckt hat vom ,,Ad- 
sorptionsmilieu" ab. 

Die Variation der Adrorptionrmilieus 
Bei der chromatographischen Adsorption eines Gemisches kon- 

nen die Komponenten in einem bestimmten Adsorptionsmilieu 
folgendes Verhalten zeigen. 
I .  P r a k t i s c h  i r r e v e r s i b l e  A d s o r p t i o n .  Die Verbindungen 
werden entweder vollig irreversibel oder dxli so fest adsorbiert, 
daB die Wanderungsgeschwindigkeit der Zonen sehr gering ist. 
lnfolgedessen laDt sich auch durch Iangeres Nachwaschen mit dem 
Losungsmittel keine ausreichendeTrennung der Zenen, keine ,,Ent- 
wicklung" des Chromatogqamms erreichen. 
2. R e v e r s i b l e  A d s o r p t i o n .  Die Komponenten des Gemisches 
bilden, wenn ausreichende Unterschiede in der Adsorptionsaffini- 
t a t  vorhanden sind, Zonen, die sich beim Nachwaschen mit dem 
Losungsmittel auseinanderwaschen lassen und dabei durch die 
Adsorptionssaule wandern. 
3. K e i n e  A d s o r p t i o n .  Die Verbindungen passieren die Ad- 
sorptionssiule ohne Zonenbildung und sammeln sich im Filtrat 
an. 

Reagieren alle Komponenten des Gemisches nach l., so mu0 ein sehwache- 
res Adsorbens oder ein starker eluierendes Lasungsmittel angewendet werden; 
reagieren alle nach 3., so mu9 umgekehrt das Adsorbens starker oder das LO- 
sungsmittel hinsichtlich seiner eluierenden Wirkung sehwacher gewihlt  werden. 
Werden alle Komponenten nach 2. reversibel adsorbiert, so is t  eine chromato- 
graphisehe Trennung moglich, falls die Unterschiede in  der Adsorptionsaffinitlt 
der Komponenten ausreiehend sind. 1st das nieht oder nieht bei allen Kompo- 
nenten der Fall, 80 mu0 versucht werden, ob  an  einem anderen Adsorbens oder 
in einem anderen Losungsmittel eine Trennung zu erreichen ist. 

Enthalt  ein komplizierteres Gemisch yomponenten, die nach 
1 ., 2. und 3. reagieren, so ist auf jeden Fall zunachst eine Trennung 
in diese drei Gruppen moglich, wobei die reversibel adsorbierten 
Yomponenten (Gruppe 2) Zonen ausbilden konnen. Fur  die prak- 
tisch irreversibel adsorbierten (Gruppe I)'und die im Filtrat be- 

findlichen Komponenten (Gruppe 3), sind dann wie ebcn erwlhnt, 
geeignete Adsorptionsbgdingungen ausfindigzu machen. DieTrcn- 
nung komplizierterer Gemische wird urn so besser durchzufuhren 
sein, je vallkommener man die Variation des Adsorptionsrnilieus 
beherrscht und je feiner es sich daher auf die jeweilige Trennungs- 
aufgabe abstimmen IaOt. Um das zu erreichen, ist zweierlei notig; 
eine moglichst reichhaltige Reihe von Adsorbentien mit definierter 
abgestufter Adsorptionsaktivitat und eine genaue Kenntnis der 
verwendeten Losungsmittel 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 zunachst erortert werden. 

Adsorbentien mit  abgestufter Adsorptionsaktivitat 
Die Adsorptionsaktivitat der chromatographisch brauchbarcn 

Adsorbentien ist bekanntlich sehr unterschiedlich. Die Forderung 
nach einer Reihe von Adsorbentien mit abgestufter Aktivit i t  
ist dadurch bis zu einem gewissen Grade erfullt. Doch ist diese 
Abstufung verhaltnismaOig ungenau, weil die Aktivitat der ein- 
zelnen Adsorbentien betrachtlichen Schwankungen unterliegen 
kann, die bedingt sein konnen durch einen verschiedenen Bau 
der Oberflache (verschiedene Gittertypen) oder, was eine noch 
groSere Rolle spielt, durch einen verschiedenen Wassergehalt. 
Diese Erscheinung, die beim Aluminiumoxyd, dem a m  meisten 
gebrauchten Adsorbens der Chromatographie, besonders ausge- 
pragt ist, hat  es haufig erschwert, unter reproduzierbaren Bedin- 
gungen zu arbeiten. Sie bietet aber andererseits die Moglichkeit 211 

einer Variation der Adsorptionsaktivitat, die fur die Praxis der 
Chromatographie von Bedeutung sein kann. Denn, Venn es ge- 
lingt, voq den gebrauchlichen Adsorbentien jeweils mehrere P d -  
parate mit abgestufter und festgelcgter Aktivitat herzustellen, 
besteht die Aussicht, eine von den schwachsten bis zu den aktiv- 
sten reichende Reihe von Adsorbentien zu gewinnen, die eine 
luckenlose Variation des Adsorptionsrnilieus und darnit eine opti- 
male Trennleistung gestattet. 

Vorbedingung fur die Aufstellung einer solehen Reihe ist  eine Methode, 
mit  der sich die Aktivitat  eines Adsorbens bestimmen und dadurch mit der 
anderer Adsorbentien vergleichen lallt. Die Adsorptionsaktivitat oder das 
Adsorptionsvermogen eines Adsorbens IiiBt sich dadureh ermitteln, dall in 
cinem bestimmtcn Losungsmittel die Adsorptionsisotherme einer geeigneten 
Testsubstanz, am zweckmalligsten eines Farbstoffes, gemessen wird; oder ein- 
facher durch-die Feststellung der Farbstoffmcnge, die von l g  oder lcm3 Ad- 
sorbens aus einer Testlasung bestimmter Konzentration aufgenommen wird, 
eine GroOe, die man als ,,Adsorptionswert" bezeichnet hats). Aueh die Messung 
der Adsorptionswarme van Losungsmitteln ist  zur Kennzeichnung von Adsor- 
bentien verwendet wordens). Fu r  die Festigkeit, mit  der das Adsorbens den 
Adsorbenden bindet und die fur die Chromatographie von Bedeutung ist, weil 
van ihr  hauptsaehlieh die Wanderungsgesehwindigkeit der Zoqen abhangt, 
geben die beiden letztgenannten Methoden kein zuverlassiges Mall. Denn ihre 
Werte hangen anller von der Bindungsfestigkeit (Intensitatsgrolle), die im fol- 
genden ala Adsorptionsaktivitat bezeiehnet werden soll, auch noch von der 
GrGDe der aktiven Oberflaehe (Zahl der aktiven Stellen, KapazitatsgroOe) ab, 
die bei zwei in ihrer Aktivitat  gleichen Praparaten sehr verschieden sein kann. 
Infolgedessen kann ein Adsorbens mit  gro9er Aktivitat  und kleiner aktiver 
Oberflache einen geringeren Adsorptionswert oder eine geringere Adsorptions- 
warme aufweisen als ein Adsorbens mit  geringerer Aktivitat  und groDer aktiver 
0 berf 1 ache' O). 

Ein annaherndes Bild von der Adsorptionsaktivitat laRt sich 
gewinnen, wenn das Verhalten eines Testfarbstoffes gegeniiber 
verschiedenen Adsorbentien chromatographisch verglichen wird. 
Etwa dadurch, daO man gleiche Volumina der Testlosung durch 
gleich grol3e Saulen der Adsorbentien filtriert und mit gleichen 
Volumina Losungsmittel nachwhcht: Je aktiver das Adsorbens 
ist, desto langsamer wird der Farbstoff wandern. Es ist klar, daR 
bei Verwendung eines einzigen Farbstoffes der Anwendungsbereich 
der.Methode begrenzt ist. Denn hei manchen Adsorbentien wird 

*) E. W e i f z  u .  F .  Schmidt Ber. dtsch. chem. Ges. 72 174 [1939]; 71, 2099 
[1939]. E .  Weifz  F .  'Sehmidf u. J .  Singer Z.'Elekgrochem. angew. 
physi;. Chem. 46,'222 [1940]; vgl. auch die;e Ztschr. 44, 123 [I9391 U. 
5 9  164 [1947]. 

0 )  V i l .  dazu E. Wicke diese Ztschr. Teil B 59, 34 [1947]; A. Eucken 11. E .  
Wicke, Z. Naturforich.  Pa, 163 [1947]. 

') Zitat  I S. 31. 

") W. Truppe Biochem. Z. 305 150 [1940]. 
O )  B. P .  Mulier Helv. chim. Arta  26, 1945 [1943]. 

1 " )  Der EinfluR her Adsorptionskapazitat auf das  chromatograp ische Ver- 
halten laBt sich an  Gemischen aus aktivem und inaktiven Aquminium- 
oxyd demonstrieren. Je weniger aktives Oxyd das Gemisch enthalt ,  
desto breiter werden *die Zonen. meichzeitig vergroRert sich die Wan- 
derungs eschwindigkeit und die Trennung der, Zonen wird deutlicher. 
Solche 8emlsche werden mit Vorteii bei sehr feinkornigen Adsorbentlen 
mit  geringer Durchlaufsgeschwindigkeit angewandt.  
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der Farbstoffe irreversibel gebunden werden und bei manchen gar 
nicht, so daD einvergleich der Wanderungsgeschwindigkeit nicht 
moglich ist. Daher ist es zweckmaBig, mehrere Testfarbstoffe mit 
verschiedener Adsorptionsaffinitat zu verwenden. Mit einer sol- 
chen aus 6 Azofarbstoffen bestehender Reihe konnten beim Alu- 
miniumoxyd 5 verschiedene Aktivitatsstufen gekennzeichnet wer- 
den"). Zur Testung werden je zwei aufcinander folgende Farb- 
stoffe dieser Reihe benutzt, wobei gleiche Volumina ihrer Losun- 
gendurch gleich grol3e Siu len  des Adsorbens filtriert werden und 
mit gleichen Volumina Losungsmittel nachgewaschen wird. Jede 
Aktivitatsstufe 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 Zah1enangab.n uber die Adsorptionsaktivitat macht, 
kennieichnet sie diese rnit einer fur die Praxis der Chromato- 
graphie hinreichenden Genauigkzit. 

p-Methoxy-azobenzol 
Azobenzol 

Sudangelb 
p-Methoxy-azobenzol 

Bbhmit. Hydrargillit gleicht in seinem Adsorptionsverhalten dem 
kauflichen Aluminiumhydroxyd, dessen Aktivitat wesentlich ge- 
ringer ist als die des Aluminiumoxyds V. Das durch Erhitzen aus 
AICI,+6 H,O erhaltene 6-Aluminiumoxyd zeig. chromatcgraphisch 
die gleiche Aktivitat wie Aluminiumoxyd 11. Der Befund, dX3 
y-Oxyd im Gegensatz zum a-Oxyd gut  adsorbiert, ist zweifellos 
darauf zuruckzufuhren, daB y-Oxyd ein gestortes Gitter hat, des- 
sen Fehlstellen in erster Linie f a r  die Adsorption verantwortlich 
zu machen sind. 

Die fur die Adsorption in Frage kommenden Stellen der Oberflache be- 
sitzen sicher nicht alle die gleiche Aktivitiit. An feuchter Luft  werden zuerst 
die aktivsten Wasser binden und dadurch entweder ganz gehindert, andere 
Stoffe zu adsorbieren, oder zumindest in ihrem Adsorptionsvermagen stark 
beeintrachtigt. Sind die aktivsten rnit Wasser besetzt, so reagieren die weniger 
aktiven und so fort, bis zur vblligen Inaktivierung. Die Abhangigkeit der Akti- 
vitht  vom Wassergehalt wird so ohne weiteres verstkndlich. 

AI,O, I S10211)  I MgO I 

AI,O, I I  SiO, I I  MgO 11 CaSO, I 
I 

Aktivltittsstufe V 
Nr. d.Testl6sung 

Lage der  
Farbstoffe 
in der Saule 

Sudangelb Sudanrot  

I Filtrat I Azobenzol I p-Methoxy- 
azobenzol 

I Sudangelb i I 

Die mit  den Zahlen I-Vgekennzeichneten Aktivititsstufen des Aluminium- 
oxyds unterscheiden sich durch ihren Wassergehalt. Sie lassen sich aus kHuf- 
lichem Aluminiumoxyd oder Aluminiumhydroxyd, das durch Erhitzen auf 
300° bzw. 500° auf die hbchste Aktivitatsstufe I gebracht worden ist, durch ver- 
Rchieden langes Verweilen an feuchter Luft  gewinnen, wobei der Fortgang der 
Entaktivierung mit Hilfe der Testfarbstoffe kontrolliert wird. 

Die Entaktivierung kann auch so durchgefiihrt werden, d d  man das 
Aluminiumoxyd mit  einer bestimmten Menge Wasser versetzt und eine 
Zeitlang in einem geschlossenen GefiD aufbewahrtO). H a t  man die zur Errei- 
chung einer bestimmten Aktivitiitsstufe erforderliche Wassermenge fur ein 
bestimmtes Ausgangsmaterial einmal ermittelt, so lassen sich die verschiedenen 
Aktivitatsstufen in bequemer Weise ohne Testen herstellen. Die Entaktivie- 
rung kommt in diesem Fall dadurch zustande, dall das Wasser allmahlich rer-  
dampft und sich dadurch gleichma5ig uber die Oberflache verteilen kann. Dort, 
wo es direkt mit  dem Oxyd in  Beruhrung kommt und infolge der Kapillar- 
wirkung auf einen relativ kleinen Raum festgehalten wird, t r i t t  selbstverstand- 
lich vollige Entaktivierung ein. Dieser unwirksam gewordene Anteil wird beim 
Vermischen aber gleichmallig vertcilt und macht sich dadurch nicht bemerkbar. 

Welche Vorteile die Anwendung verschiedener Aktivitatsstu- 
fen eines Adsorbens bringt, MBt sich a n  einem Gemisch der sechs 
aben genannten Testfarbstoffe demonstrieren, das an Aluminium- 
oxyd gleich weicher Aktivitat nur teilweise zerlegt werden kann. 
Erst wenn nacheinander an verschieden aktiven Aluminiumoxyd- 
PrPparaten adsorbiert wird, gelingt eine quantitative Abtren- 
nungll). Vor Einfuhrung der 5 verschiedenen Aluminiumoxyd- 
PrBparate w3re man zu dem Ergebnis gekommen, daB dieses 
Gemisch an Aluminiumoxyd nicht voltstandig zerlegbar ist. 

Die Beobachtung, dab  manche Aluminiumoxyd-Praparate, 
auch nach Erhitzen auf 5000 vollig inaktiv bleiben, hat uns ver- 
anlaBt, sierontgenographisch mit den aktiven Praparaten zu ver- 
gleichen**). Die krystallisierten Oxyde und Oxydhydrate des Alu- 
miniums lassen sich ihrem Gitteraufbau m c h  bekanntlich in zwei 
Gruppen einteilen, deren Hauptvertreter im folgenden Schema 
angegeben sind. 

a - R e i h e :  a-Al,O,, Korund, t- AI,O, . H,O, Diaspor 
420° 

lo000 t 3000 1 5O0 
y - R r i h  P : y-AI,O, C- AI,O, . H20,  Rbhmit C- Also, . 3 H,O, 

Hydrargillit 

Die Rontgendiagramme zeigen eindeutig, daB in den nicht 
aktivierbaren Praparaten a-Oxyd und in den aktiven y-Oxyd bzw. 
Bohmit vorliegen. Nach den Angaben 'der Literatur hergzstelltes 
y-Oxyd zeigt die gleiche Aktivitat wie unser Aluminiunioxyd I 
und ist ebenso hygroskopisch wie dieses. Dasselbe Verhalten zeigt 

~~ ~ ~ 

'1) H.  Brochmann u .  H.  Schodder. Ber. dtsch. chern. Oes. 7 4 ,  73 [1941]. 
I * )  H .  Brochmann u .  J .  Jander, unverbffentllcht. 
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Es ist gelungen, auch bei anderen Adsorbentien die Aktivitat 
reproduzierbar abzustufen. Beim Bentonit, einer Tonerde, die 
als Hauptbestandteil Montmorillonit enthalt, lieBen sich funf ver- 
schiedene Aktivitatsstufen gewinnen, die in gleicher Weise wie 
beim Aluminiumoxyd charakterisiert wurdenL3). Kieselsaure und 
Kieselgel kann in vier, Calciurncarbonat, Calciumsulfat, Magne- 
siumoxyd und Magnesiumcarbonat in zwei bzw. drei verschiede- 
nen Aktivitatsstufen erhalten werdenI3). In der folgenden Tabelle 
ist das Verhalten der Adsorbentien gegeniiber den Testfarbstoffen 
angegeben, aus dem sich ihre Rangordnung hinsichtlich der Ad- 
sorptionsaktivitat ergibt. Die Adsorbentien einer Querreihe zeigen 
gleiches Verhalten gegm die angegebenen Testfarbstoffe. 

Die fur CaCO, I 1  und CaSO, 111  benutzten Farbstoffe Fett- 
blau und Fettorange sind H a n d e l ~ p r l p a r a t c ~ ~ ) ,  deren Zusammw- 
setzung uns nicht bekannt war. Sie sollen durch Farbstoffe be- 
kannter Konstitution ersejzt werden. Fur  die schwachsten Ad- 
sorbentien wie Rohrzucker und Starke fehlen noch geeignete Test- 
farbstoffe. 

Sudanrot I Sudangelb 

p-Amino-azobenzol AI,O, IV SiOz IV 

p-Ox y-azobenzol AI,O, V 1 Sudanrot 

p-Amino-azobenzol 

p-Oxy-azobenzol 
-Amino-azobenzol 
rn Fll t ra t  P 

CaCO, I I  C a S 0 , l l l  I Fettorange 
Fettblau 

Tabelle 2 
Aktivitat  verschledener Adsorbentien 

I 
Auller den in der Tabelle angefuhrten Adsorbentien wurden rerschicdene 

andere Salze und Oxyde auf ihr  Verhalten gegentiber den Testfarbstoffen 
untersucht. In der Gruppe der Erdalkalisulfate nimmt bei in gleicher Weise 
vorbehandelten PrPparaten die Aktivitiit vom CaSO, gum BaSO, hin ab.  
Dasselbe Verhalten zeigen die im Vergleich zu den Sulfaten weniger aktiven 
Carbonate. Calciumoxalat is t  weniger aktiv a19 CaSO,. Ein fur manche Zwecke 
brauchbares Adsorbens fanden wir im wasserfreien CuSO,. Es  adsorbiert mit  
1 ' )  H. Brockmann u. K .  Milller, Unverbffentllcht. 
1') Bezogen von der Flrrna Hollborn, Leipzig. 
Is) Oefdllte Yleselsaure oder  Kleselgel (KorngrbDe 0,06 bis 0.09 mrn). 
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Auanahme den p-Amino-acobenzols (das fester gebunden wird als p-Oxy-azo- 
benrol) die Testfarbstoffe in der gleichen Reihenfolge wie Also, und ist so aktiv 
wie dessen Stufe 11. Das gleiche Adsorptionsverhalten wie CuSO, zeigen was- 
serfreies NiSO,, ZnSO, und FeSO,. Troekenes ZnO, ZnCO, und ZnS vcrhaltrn 
sich gegen die Testfarbstoffe wie Al2O3 111. 

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 fur andere Stoffe gilt, d. h. dal3 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- 
vitat nicht wesentlich unterscheiden. So wird z. B. p-Oxy-azo- 
benzol a n  Aluminiumoxyd fester gebunden als p-Amino-azobenzol, 
an wasserfreiem Kupfersulfat dagegen schwacher; an Aluminium- 
oxyd liegt die Oxy-azobenzol-Zone iiber der des Amino-azoben- 
zols, an Kupfersulfat unter derselben. 

Vie1 haufiger sind die Falle, in denen die Unterschiede in der 
Bindungsfestigkeit zweier Stoffe a n  verschiedenen Adsorbentien 
zwar differieren, aber nicht so stark, dal3, wie in dem eben erwlhn- 
ten Beispiel, eine Umkehrung in der Reihenfolge der Zonen auf- 
t r i t t ;  oder anders ausgedriickt, ein Stoff S ,  wird zwar a n  verschie- 
denen Adsorbentien stets fester gebunden als ein zweiter Stoff 
S,, jedoch. a n  einem v ie1  fester, an einem anderen nu r  w e n i g  
fester. Das bedeutet, daB a n  e i n e m  Adsxbens,  eine Trennung 
erfolgt, a m  a n d e r e n  dagegen nicht. So lBBt sich z. B. a n  Kiesel- 
s lure  das 1,4,5,8-Tetraoxy-anthrachinon von 1,s-Dioxy-anthra- 
chinon ebensowenig trennen wie 1,4-Dioxy-anthrachinon von 1,s- 
Dioxy-anthrachinon. An Calciumsulfat dagegen gelingt die Tren- 
nung dieser Verbindungen recht glatt13). Diese und viele andere 
Beispiele zeigen, dab bei Gemischen, die sich an e i n e m  Adsorp- 
tionsmittel nicht trennen lassen, stets noch a n d e r e  Adsorbentien 
ausprobiert werden sollten. Fiihrt eine solche h d e r u n g  des Ad- 
sorptionsmittels nicht zum Ziel, so bleibt noch, wie im nachsten 
Abschnitt n iher  ausgefiihrt wird, die Moglichkeit, durch Wechsel 
des Losungsrnittels eineTrennung 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 Fallen die Verwendung sehr l a n g e r  
Adsorptionssaulen weiterfiihrt. 1st namlich infolge ahnlicher Ad- 
sorptionsisothermen die Differenz in den Wanderungsgeschwindig- 
keiten der Zonen sehr klein, so wird erst nach Durchlaufen einer 
groBeren Strecke die schnellere die langsamere iiberrundet habenx6). 
Und zwar ist diese Strecke u m  so groDer, je geringer der Unter- 
schied in den Geschwindigkeiten ist. D I  die Durchlaufgeschwindig 
keit des Losungsmittels mit zunehmender Lange der Adsorptions- 
saule abnimmt, sind deren Verlangerung Grenzen gesetzt, die von 
der KorngroBe des Adsorbens abhangen. 

Vorversuche, die wir in dieser'Richtung angestellt haben, zei- 
gen, daB beim Aluminiumoxyd mit Adsorptionssaulen von100-150 
cm Lange und 0,8-1 cm Durchmesser selbst ohne Uberdruck noch 
eine annehmbare Durchlaufgeschwindigkeit zu erreichen ist. Wah- 
rend gewohnlich das LBnge-Querschnittverhiltnis der Adsorp- 
tionssaulen 10 : 1 betragt, ist es hier um das IOfache groBer. 
Unsere Versuche haben ergeben, dab sich entsprechend den eben 
erwahnten Uberlegungen mit solchen Saulen tatsachlick Gemische 
zerlegen lassen, deren Trennung unter den bisherigen Bedingungen 
nicht moglich war. Das ,,Langsaulenverfahren" bringt also eine 
ErhShung der Trennleistung, die fur manche Zwecke niitzlich sein 
kann. 

Losu ngsm i t tel 

I .  Benzol-Cyclohexan I : 4 oder 
Chloroform . . . . . . . . . . . . . . . .  

2. Benzol . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I 

Die ,,eluotrope" Reihe der LBsungrmittel 
Da, wie schon oben erwlhnt,  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 Lo- 
sungsmittels abhangt, lal3t sich das Adsorptionsmilieu durch An- 
wendung verschiedener Solventien erheblich variieren. Man kann 
den Einflub des Losungsmittels auf die Adsorption zahlenmlbig 
dadurch erfassen, daB man einen Testfarbstoff in bestimmter y o n -  
zentration in ihm lost und dessen Adsorptionswerts) far  ein ge- 
eignetes Adsorbens ermittelt. Solche Messungen sind vor einiger 
Zeit von Trappea) durchgefiihrt worden und haben zur Aufstellung 
der folgenden Reihe gefiihrt, die im wesentlichen schon vorher 
durch die Praxis der Chromatographie bekannt war. 

P e t  r o l a t h e r  (oder Benzin, Cyclohexan, Tetrachlorkohlen- 
stoff) - B e n  z o I - C h I o r of o r m -A  t h e r - E s s i g e s  t e r-A c e t o n  
- n - P r o p y l a l k o h o l  - # t h y l a l k o h o l  - M e t h y l a l k o h o l  - 
W a s s e r -  P y r i d i n .  

Je weiter oben ein Losungsmittel in dieser Reihe steht, desto fester werden 
Stoffe aus ihm adsorbiert. Umgekehrt nimmt die eluierende Wirkung von 
obrn nach unten zu, (,,eluotrope" ReiheO)). Zwischen dern Elutionsvermogen 
der Lasungsmittel und einigen ihrer physikalisehen Eigenschaften bestehen 
Zusammenhange. So steigt die Benetiongswarrne in der obigen Reihe von 
oben nach unten an. In der gleiehen Richtung werden das L6sungsverrnogen 
fur.Wasser und die Dielektrizitatskonstante gr60er. Es muB betont werden, 
dab die eluotrope Reihe. in der oben angegebenen Form nur fur hydrophile 
Adsorbentien, f icht  dagegen fur die hydrophobe Kohle gilt. 

Das verschiedene Elutionsvermogen der Losungsmittel ermog- 
licht es, ein a n  der Adsorptionssaule adsorbiertes Gemisch dadurch 
zu trennen, da13 ,nacheinander mit  Losungsmitteln zunehmenden 
Elutionsvermogens nachgewaschen und das Filtrat fraktioniert 
aufgefangen wird; eine Modifikation des Tswetfschen Verfahrens, 
die man a l s , , f l u s s i g e s  C h r o m a t o g r a m m "  bezeichnet hat.  Sie 
hat sich haufig bewahrt, besonders bei der Trennung farbloser Ver- 
bindungen. Ein gutes Beispiel fur  ihre Anwendung ist die von 
Trappe17) beschriebene Trennung natiirlicher und kiinstlicher Li- 
poid-Gemische- die sich quantitativ in Kohlenwasserstoffe, Cho- 
lesterinester, Triglyceride, freies Cholesterin und Pettsauren zcr- 
legen lieBen. 

Da fur das fliissige ,,Chromatogramm" nur e i n  Adsorbens er- 
forderlich ist, dessen Aktivitat durch Verwendung verschiedener 
Waschfliissigkeiten variiert wird, erhebt sich die Frage, ob dieses 
Verfahren nicht einfacher ist als die wiederholte Adsorption a n  
Adsorbentien verschiedener Aktivit l t .  Um sie zu beantworten, 
muB durch systematische Versuche gekllrt  weiden, ob sich die 
Aktivitat eines Adsorbens allein durch Verwendung verschiedener 
Losungsmittel genau so abstufen I I B t ,  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 zunlchst 
den EinfluB von reinem Benzol und Benzol-Benzingemisch 1 : 4 
auf die Adsorption a n  Aluminiumoxyd untersucht. Dabei ha t  sich 
ergeben, dal3 in Benzol die 'Aktivit i t  des Oxydes jeweils um eine 
Stufe niedriger erscheint als in Benzol-Benzin; ein Aluminium- 
oxyd, das  in Benzol-Benzin 1 : 4 z. B. die Aktivitat I 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 SudangelbI8). Sie werden an Aluminiumoxyd 
I I I au s  Benzol-Benzin gut  getrennt und sollten nach dem eben 
gesagten aus  Benzol a n  Alurniniumoxyd I I  die gleiche gute Tren- 
nung aufweisen. Das isrjedoch nicht der Fall. Aus Benzol werden 
beide Farbstoffe als einheitliche auch beim Nachwaschen nicht 

p-(CH.)zN-AZob. p-NHS-AZob. p-CH ,-CO-Azob. NH,-Azotl. 
p-CH,O-AZOb. p-CH,-CO-Azob. p-CH.-COO-Azob. p-C!HAi I COO-AZOb. 

AI,OI I AItOI I 1  A l to .  1 to. 11 

Keine Trennung Keine Trennung Keine Trennung Keine Trennung 

Gute Trennung Gute Trennung K e i n e  Trennung K e i n e  Trennung 
3. Chloroform + I % Alkohol . 
4. Cyclohexan + 10% Essigester 

2 0 2  

I Gute Trennung Gute Trennung Gute Trennung 
Gute Trennung Oute Trennung Gute Trennung 
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trennbare Zone adsorbiert. In Ubereinstimmung damit liegen die 
Adsol'ptionsisothermen der beiden Farbstoffe in Benzol sehr nahe 
beieinander, wahrend sie in Benzol-Benzin stark voneinander ab- 
weichen. Ein ahnliches 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. I I adsorbiert, wobei sich eine einheitliche 
Zone ausbildete. Bei dem Nachwaschen rnit den Losungsmitteln 
3 und 4 t ra t  in allen Fallen eine gute Zonenbildung und Trennung 
ein, mit Benzol dagegen nur  bei den Farbstoffpaaren der beiden 
erst en S ~ a l t e n ' ~ ) .  

Man stb6t also bei den Losungsmitteln auf Bhnliche VerhBlt- 
nisse wie bei den Adsorbentien. Ebenso wie an e i n e m Adsorbens 
Trennung eines Gemisches erfolgen kann, am a n d e r e n  dagegen 
nicht, kann am gleichen Adsorbens in e i n e m  Ltisungsmittel Zo- 
nenbildung eintreten, wahrend in einem a n d e r e n  die Adsorp- 
tionsunterschiede so gering sind, da6 eine Trennung nicht moglich 
istl'). Die Analogie geht sogar noch weiter. Wir hatten oben ge- 
zeigt, da6 die Unterschiede in der Adsorptionsfestigkeit zweier 
Stoffe so weit differieren konnee, da6 die Reihenfolge derzonen a n  
verschiedenen Adsorbentien versclfieden ist. Die gleiche Erschei- 
nung findet sich, wie die folgenden Befunde zeigen20), auch bei 
Losungsmitteln. I-Amino-anthrachinon und sein Acetyl-Derivat 
lassen sich aus Benzol an Aluminiumoxyd I I I gut trennen, wobei 
die Acetyl-Verbindung die obere Zone bildet,also fester adsorbiert 
wird. Adsorbiert man aber aus  Benzol an Aluminiumoxyd I, so 
entsteht eine schmale, einheitliche Zone, aus der sich beim Nach- 
waschen mit Essigester das Acetyl-Derivat ins Filtrat bringen 
IiOt, wlhrend das Amino-anthrachinon in der Mitte der SBule 
zuffickbleibt. Im System Aluminiumoxyd I I I - Benzol wird also 
die Acetyl-Verbindung starker, im System Aluminiumoxyd I - 
Essigester dagegen wird sie schwacher adsorFiert.als Amino-an- 
thrachinon. Die gleiche Erscheinung wurde bei einer Reihe ande- 
rer Farbstoffe beobachtet. Sie ist nicht auf Aluminiumoxyd be- 
schrlnkt, sondern kommt auch bei anderen Adsorbentien vor*O). 

Diese Versuche zeigen, da6 beim ,,fliissigen" Chromatogramm, 
die Reihenfolge in der die Komponenten eines Gemisches eluiert 
werden, von der Natur des Lbsungsmittels abhangen kann. 

Ein Hinweis, da6 dasfltissige Chromatogramm auch bei kompli- 
zierteren Gemischen rnit Erfolg angewendet werden kann, ist darin 
zu sehen, da6 sich das Gemisch der 6 Testfarbstoffe nach Adsorp- 
tion an A120, I durch fraktionierte Elution mit verschiedenen 
Losungsmitteln glatt zerlegen IaBt. Das Verfahren kann hier also 
durchaus rnit der successiven Anwendung verschiedener aktiver 
Adsorbentien konkurrieren, in anderen von uns untersuchten FaI- 
len war es ihm sogar iiberlegen. Wdche Methode im Einzelfall 
vorzuziehen ist, mu6 jeweils durch Vorversuche gekllrt werden. 

Konstitution und Adsorption 
Das gro6e Beobachtungsmaterial uber die Chromatographie 

homoopolarer Verbindungen an hydrophilen Adsorbentien, lB6t 
gewisse Zusammenhange zwischen der Konstitution der Adsorben- 
den und ihrer Adsorptionsaffinitat erkennen, die sich im wesent- 
lichen folgenderma6en kennzeichnen lassen21). Gesattigte Kohlen- 
wasserstoffe werden gar picht oder in sehr geringem Umfange 
adsorbiert, ungesattigte im allgemeinen um so fester, je mehr 
Doppelbindungen sie enthalten und je mehr davon konjugiert 
sind. Daraus folgt die Regel, da6 ein Kohlenwasserstoff eine um 
so grb6ere Adsorptionsaffinitat besitzt, je langwelliger er absor- 
biert, je tiefer also seine Farbe ist. Wenn man annimmt, da6 die 
Adsorption ungesattigter Kohlenwasserstoffe auf ihrer- Polarisier- 
barkeit beruht, wird dieser Zusammenhang verstandlich. 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 gro6er. 

I * )  Ein gutes Beispiel filr die Abhln i keit der Trennung vom Losun s- 
mittel fanden kurzlich Woffrom u. hfiarb. J .  Amer. chem. SOC. 68, 2130 
[I9441 bei der Trennung von Rafflnose und Saccharose an elnem hy- 
dratisierten sauren Calciurnslllkat Siien EF. Mlt 90 proz. Dloxan waren 
dieZonen der beiden Zucker sebrdkht beieinander, belm Entwlckeln mit 
25 proz. Athanol oder Isopropylalkohol dagegen lagen sle weit auseinan- 
der. 

' 0 )  H .  Brockmann u. G. Reuter UnverBffentlicht. 
' I )  Vgl. Zechmeisier u. v .  Choinoky, Die chromato ra hlsche Adsorptlons- 

methode, Julius Springer, Wlen 1938, 2 .  Aufl. d Jesse Zitat 1. 

Die meisten funktionellen Gruppen wirken, in einen Kohlen- 
wasserstoff eingeftihrt, erhohend auf die Adsorptionsaffinitat. Ord- 
net man sie nach dieser Eigenschaft , so ergibt sich folgende Reihe 
abnehmender Adsorption: -COOH, -OH, -NH,,>CO,-0-Alkyl, die 
sich iibrigens auch in der eluotropen Reihe der Losungsmittel 
wiederfindet, deren Elutionsvermogen in der Reihenfolge: E s s i g -  
sBure  - A l k o h o l -  A c e t o n  - # t h e r  abnimmt. Die Rangord- 
nung der funkt'onellen Grhppen hat sich im wesentlichen aus dem 
Vergleichahnli l hgzbauter VerbindungenZ2) ergeben und sag& quan- 
titativ uber die Unterschiede in der Adsorptionsaffinitat nichts 
aus. Um in dieser Hinsicht einen genaueren Vergleich der funktio- 
nellen Gruppen, etwa an Hand der Adsorptionsisothermen durch- 
zufiihren, braucht man Verbindungen, die - alle von der gleichen 
Stammsubstanz abgeleitet - sich nu r  durch die Natur e i n e r  stel- 
lungsgleichen funktionellen Gruppe unterscheiden. Dieser Forde- 
rung genugen, wie wir fanden, in vorbildlicher Weise die farbigen, 
leicht zuganglichen p-substituierten Azobenzole, deren chroma- 
tographisches Verhalten bei einer gro6eren Anzahl von Vertretern 
untersucht wurde. Ein zahlenmBBiger Verg'eich durch Ausmessung 
der Adsorptionsisothermen steht noch aus. Das Ergebnis unse- 
rer Versuche, bei denen als Adsorbens Aluminlumoxyd verschiede- 
ner AktivitBt und als Ltisungsmittel Benzol verwendet wurde, ist 
in Tabelle 4 wiedergcgeben. Die nummerieit untereinander ste- 

0 

'OH 
R-C ' 
R-0 H 

R-NH-C-CH, 

d! 
R--NH-C-C*He 

I I  
R-NH. >-< 11 I+-O-C-CH8 II 

0 
0 

R-CY 
'H 

R-C--O-CHa >-< R-C-CHI 
II I I  0 

R-OCH, 

I 1  
A 

10. R-CI >-< R-CH, >-< R-H 

f----f trennbar >-< nicht trennbar 

Tabelle 4 
R = Azobenzol-Rest Ram. Zlffern = Aktivitltsstufe 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, lie6en sich von den Vertretern dieser beiden Nummern 
nicht trennen. 

Man hat also in den Azobenzol-Derivaten eine Reihe von Verbindungen 
zur Verfugung, die sich durch ihre fein abgestufte Adsorptionsaffinitiit gut 81s 
Tesffarbstoffe zur Herstellung verschiedener aktiver Adsorbentien sowie als 
Indikatorfarbstoffe zur Trennung farbloser Verbindungen (siehe unten) eignen. 

**) Eln gr6Beres Beobachtungsmaterial lie t blsher nur be1 den Carotlnoiden 
vor. V 1. A. Wlnterslcfn u. 0. Stein hoppe-Seyler's 2. phyrlol. Chem. 
220, 297 (19331. 
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Wie run dor Yabelb hervorgeht, lassen sieb uinige Vortroter der Roil10 uulor dun 
angegebonen Bedingungen ( Aluminiumoryd-Benzol) nicht trennen. Da Gc- 
miache, die an Aluminiumoxyd oder aus Banzol nicht tronnbar sind, wie oben 
gezeigt wurde, hiufig an anderen Adaerbentien oder durch Verwcndung eines 
anderen Laaungamittels zerlegt werden konnen, beeteht die Mnbglichkcit, daD 
die& aueh bei dieson Verbindungen gelingt. Sic sind daher geeignct, die Ab- 
hingigkeit der Trennbarkeit vom Adsorptionsmilieu zu atudiercn. Beim Gr-  
misch aus p-Amino-azobenzol und p-Acetoxy-azobenzol konnto eine Trennung 
bereits dureh Wechsel den Lbnungsmittels (Cyclohrxm . 100; EanigestPr strtt 
Benrol) erreirht werden. 

Hinslchtlich desadsorptiven Verhaltensderfunktionellen Gruy- 
pen last sich aus Tabelle 4 folgendes entnehmen. 

1) Fiirdie HOOC-, HO-, H,N-, OC<, HJOOC-, CH,O-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 s ta rk  herab, wobei in den 
Methylderivaten die Reihenfolgeder Stammverbindungen(-COOH, 
-OH, -NHA nicht erhalten bleibt. 

2) Acylierung der  HO-Gruppe schwacht die Adsorption. 
3) Acyllerung der H,N-Gruppe erhbht die Adsorptlon. 
4) Die CO-Gruppe in der  Aldehyd-, Yeto- und veresterten 

HOOC-Gruppe zeigt keine wesentlichen Unterschlede in ihrem 
EinfluS auf die Adsorption. 

5) Die adsorptiven Eigenschaften der  0,N-Gruppe sind gering. 
Halogen und H,C- im Kern ist un te r  den oben geschilderten Be- 
dingungen ohne merklichen Einflu6 auf die Adsorption. 

Bei einer der  obigen analogen Reihe von Stilben-Derivaten 
fanden wir die gleiche Adsorptionsrangordnung der  funktionellen 
Gruppen. Wir halten es fiir wahrscheinlich, da6 sie im gro6en und 
ganzen fiir alle Verbindungsreihen gilt, die bei gleicher S tammsub-  
stanz sich n u r  in der Yonsti tution einer stellungsgleichrn funktio- 
nellen Gruppe unterschieden, vorausgcsetzt, dab  das  gleiche Ad- 
sorptionsmilieu wie bei der  Aufstellung der  Rangordnung ange- 
wendet wird. 

Ein graOere8 Beobachtungsmaterial zeigt, da0 bei Verbindungen niit mehrc- 
ren gleichcn funktionellen Gruppen die AdsorptioneaffinitPt mit deren Zahl 
zunimmt, waa ohne weiteres verstandlich ist, da in dcr Hauptdaeho dicsc 
Gruppen dio Bindung an daa Adsorbens vermitteln. Bei eolchen Verbindungen 
gentigt bei sonat gleichem Bau der Mehrgehalt von einer Gruppe, um eine 
glatte chromatographiache Trennung zu crreichen. Wie sich die Zahl der funk- 
tionellen Gruppen quantitativ auf die Adsorptionaaffinitit auswirkt, iat noch 
nicht untereucht worden. Solche Untersuchungen wiren von Interesse, um 
festzustellen. ob sioh die Adsorptionadfinitit einer Verbindung annkhernd 
odditiv rue derjenigen ihrer einzelnen Gruppen (Stammsubstanz, funktionellc 
Gruppen) ruaammenaetzt; Bei einfacher gebauten Verbindungen scheint daa in 
ganr grober Annlherung der Fall zu eein. Dabei Bind allerdings sterische Ver- 
hiltnisae zu berhksichtigen, z. B. die Stellung der funktionellen Gruppen in 
aromotischen Ringaystemen. So wird bei den drei isomeren Nitrophenolen 
und Nitranilinen die para-Verbindung fester adsorbiert  ale l i e  me- 
t i -  und diese wiederum fester als dic ortho-Verbindung, waa bei 
rein additiver Wirkung der beiden funktionellen Gruppen nicht der Fall sein 
diirfte. Ebenao ist bei den Zuckern, wie zu erwarten, dio sterische Anordnung 
der funktionellen Gruppen uon EinfluD auf die Adsorption, 80 dan auch bci 
ihnen Verbindungen mit gleicher Zahl der Qruppen in manchen FBllen chroma- 
tographisch trennbar sind. Z. B. laOt sich der Penta-azoylester.(,,Azoyl"-Azo- 
benzol-p-carbonaiure-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 einergro6enZahl von Beispielen zeigenlaDt,als Fau  s t  - 
r e g e l  der  Satz gelten, d a 6  sich die adsorptive Wirkung des Grund- 
gLrUstes und  dc r  funktionellen Gruppen in ganz grober Annilhe- 
rung additiv verhalt. Mit'dieser Regel und der oben aufgestellten 
adsorptiven Rangordnung de r  funktionellen Gruppen la6t sich 
in vielen Fallen fiir das  Adsorptionsmilieu Al,O,-Benzol voraus- 
sagen, ob  Verbindungen chromatographisch t rennbar  sind. 

Von der Annahme auagehend, da0 die Festigkeit der Bindung um so gr(l9er 
wird, j e  stirker polar oder polarisierbar dio funktionellen Gruppen aind, hat 
man veraucht, die Dipolmomcnte dcr Adsorbenden mit ihrer Adsorptionsaffi- 
nitit in Beziehung zu setzen. In cinigen Fallen, so bei den drei atellungsiso- 
meren Nitrophenolen und Nitranilinen ergibt sich. daO die AdsorptionsaffiniUt 
in Riehtung ortho- meta- para- mit der Gralle den Dipohomentea zunimmt'l). 
Ein iolcher Zuummenhang kann aber keineiwege als aUgemoiner gilltig ange- 
sehen werden, such dann nicht, wenn man Verbindungen mit nur einer funk- 
tionellen Qruppe hinsiohtlich ihrea Oruppenmomenter mitcinander vergleicht. 

**) R. T. Arnold. J. Amer. chcm. SOC. 6 1 ,  1611 [1939]. 
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Itn Zusamrnenhang mit den it1 diesem Abschtiitt behandeltea 
Beziehungen zwischen Konstitution und  Adsorption sol1 noch kurz 
erbrtert  werden, wie weit sich eine verschledene Llnge aliphati- 
scher Seitenketten bei sonst gleich gebauten Verbindungen, z. B. 
bei Fettsauren und  aliphatischen Aminosauren auf die Adsorption 
auswirkt.  Bei der  Adsorption von F e t t s a u r e n  aus Petrolather 
an Magnesiumoxyd war  eine Trennung nur  moglich, wenn sich 
die SBuren um 4 C-Atome unterschieden?'). Dagegen lie6 sich eine 
ungesattigte Saure von einer gesattigten auch dann trennen, wenn 
sie die gleiche Anzahl C-Atome enthielt .  Ein Gemisch aus Laurin- 
saure, Myristinslure, Palmitinsaure und Stearinsaure war aus 
Petrolather an Aluminiumoxyd nicht zerlegbar'3, dagegen ge- 
lang die Trennung an Aktivkohle. In theoretischer Hinsicht von 
lnteresse sind Befunde von Cussidyze) uber den Zusammenhang 
zwischen Adsorptionsisothermen und  chromatographischer Tren- 
nung. Obwohl an einer Aktivkohle auf Grund der  Adsorptions- 
isothermen Laurinsaure s ta rker  als Stearinsaure adsorbiert wurde, 
zeigte sich bei der  chromatographischen Adsorption eines Ge- 
misches umgekehrt  die Stearinsaure fester adsorbiert. Ferner lie6 
sich an einer anderen Kohle, an der  die Adsorptionsisothermen 
nahezu libereinstimmten, eine teilweise chromatographischeTren- 
nung erreichen. Die Sauren iiben also offenbar in gemeinsamer 
Losung einen gegenseitigen Einf lu6  auf ihre Adsorption aus. 
Cussidy schlie6t aus seinen Befunden, da6 man a u s  den Adsorp- 
tionsisothermen de r  einzelnen reinen Sauren nichts iiber ihre chro- 
matographische Trennbarkeit  aussagen kann. Diese Befunde sind 
fiir eine Theorie des Chromatogrammes von Bedeutung.- Es ware 
daher  von lnteresse zu priifen, o b  sich bei den hydrophllen Adsor- 
bentien lhnliche Verhaltnisse ergeben. 

Um die Fettsauren im Chromatogramm sichtbar zu machen, 
ha t  man vorgeschlagen, sie durch  Umsetzen mit p-Amino-azoben- 
zol in farbige Verbindungen Uberzufiihren. Eine Untersuchung der  
so erhaltenen Derivate h a t  ergeben, d a 6  sich auch  bei den niedrig- 
molekularen Sauren benachbarte Glleder der  homologen Reihe 
nicht trennen lassen"). Eine Zonenbildung t r i t t  erst bei gro6eren 
Differenzen in de r  Kettenlange ein. Dagegen lassen sich, wie vor  
kurzem gefunden wurde:'), die p-Phenyl-phenacyl-ester der un- 
verzweigten FettsPuren bis zur  Decansaure an Kieselsaure a u s  
Benzol-Petrolather 1 : 1 trennen (Nachwaschen rnit Aceton), wenn 
sich die Sauren urn e i n e  CH,-Gruppe untericheiden. Die Zonen 
der  Ester gebe6sich unter  de r  UV-Lampe durch  blaue Fluoreszenz 
zu erkennen. Die Adsorption ist um so schwacher, je langer die 
aliphatlsche Yette ist. 

Chromatographfschc Trennung 
farblorcr Substanzen 

Die Obertragung de r  chromatographischen Adsorption auf farb- 
lose Substanzen ist, falls sie nicht fluoreszieren, dadurch erschwert, 
da6  ihre Zonen nicht sichtbar sind. Alle Bestrebungen, die Me- 
thode  f u r  farblose Verbindungen nutzbar  zu machen, sind deshdlb 
darauf gerichtet gewesen, die Adsorptionszonen erkennbar zu ma- 
chen. Das ist auf folgenden Wegen erreicht worden: 

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

2) Durch Pinselung der  a u s  dem Chromatogrammrohr her- 
ausgedruckten Adsorptionssaule mit  einem Reagenz, das  die Lage 
einer oder  wombglich mehrerer Zonen anzeigt:.) (Teststrich- 
methode). 

3) Durch uber fuhrung der  farblosen Verbindungen in farbige 
Derivate, a u s  denen sie nach der  Adsorption zurackgewonnen 
werden kbnnenl') (Farbkopplungsmethode). 

Dan erste, schon von Tnocff vorgeachlagene Verfahren hat den Nachteil, 
dan nur eine Zone des Chromatogramms gekennzeichnet wird und bisher wenig 
llber geeignete Indikatorfarbstoffe bekannt war. Diese stehen jetrt in deq oben 
genrnnten Testfrrbstoffen und den Azobenzol-Derivaten in grbllerer Anzohl 

' I )  M. L. Graaf u. E. L. Skan, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 15,340 

**) H. 0. Cassidy,  J. Arncr. Chem. SOC. 6 2 ,  3073 [19400]; 63, 2735 [1941]. 
*') J. Amer. chem. Soc. 62 3076 [1940]. 
*') J. 0. Kirchntr, A. N. h a l e r  u. A. J.  Haagrn-Smit Ind. Engng. Chem., 
' I )  L. Zeckmttshr dull. SOC. Chim. biol. 18 1885 [19361. 
'I) W .  S. Rrfch,  biochem. J .  33, 1001 (19381. 
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und in abgestufter Adsorptionsaffinitat zur Verfugung, so daP es in manchen 
FBllen nunmehr mbglich sein wird, auch mehrere Zonen zu markieren. Die 
Methodeist nicht so viclseitig anwendbar, wie die beidea unter 2 und 3 genann- 
kit. Sic eignet sich in der Hauptsache ddilr, einen in seinen Eigenschaften 
schon bckannten Stoff in kleiner Menge BUS einem komplizierten Gemisch ab. 
ziitrennen. Ein typisches Beispicl fiir eine. derartige Anwendung bietet die 
Idolierung des antirachitisclwn Vitamins BUS Fischlebertran50), bei der wedcr 
die Teststrichmethodc noch die Uberfilhrung in farbige Derivate anwendbar 
gcwesen ware. 

Dagegen haben diese beiden Verfahren in den letzten Jahreti 
wesentlich dazu beig?tragen, die Chromatographie fur die Tren- 
nung farbloser Verbindungen nutzbar  zu machen, besonders aUf 
dem Gebiete der Zucker und der  Aminosauren. Da6  hier eine mit 
kleinen Mengen arbeitende quantitative Trennungsmethode von 
gro6er Bedeutung ist, braucht nicht besonders hervorgehoben 211 
werden. 

Die erste chromatographische Trennung von Zuckern gelang 
Reichee) nach Methode 3). Als Farbkomponente diente Azobenzol- 
p-carbonsiure. E r  fand, d a 6  sich die Penta-azoylester der d-Fruc- 
tose und d-Glucose a n  Yieselslure aus  Benzol-Benzin 1 : 4 trennen 
lassen. Mit der gleichen Methode konnten spater die folgenden 
Zucker getrennt werden3I) : 

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 fur die Trennung partiell methylierter Zucker ist das Ver- 
fahren geeignet3*) (2,3,4,6-Tetra-rnethyIglucose-azoylester-3-Me- 
thyl-glucose-ester sowie 2,3,6-Trirnethyl-glucose von 2,3-Dirne- 
thyl-glucose (Adsorbens: Yieselsaure, Losungsmittel : Chloroform- 
Benzol-Leichtbenzin). Bei der Adsorption unveresterter Methyl- 
glucosen wurde festgestellt, d a 6  sich Tri- und Tetramethylglu- 
cose ,aus Benzol a n  Aluminiurnoxyd nicht trennen lassen; da- 
gegen kann Dimethyl-glucose von diesen beiden durch Adsorption 
an dem gleichen Adsorbens getrennt werden, wenn als LSsungs- 
mittel Aceton-Benzol 1 : 1 verwendet wird33). Fur  die Konstitu- 
tionsermittlung von Polysacchariden ist es von Bedeutung, d a 6  
kurzlich Jones die Trennung von Tetramethyl-methylglucosid und 
Trimethyl-methylglucosid an  aktiviertem Aluminiumoxyd aus A- 
ther-Leichtbenzin gelang, denn dadurch la6t sich auch in kleinen 
Mengen von Starkehydrolysaten das Verhiltnis der beiden Ab- 
bauprodukte errnittelnR4). 

In Form ihrer Acetyl-Derirlctc konnen Hohrzucker, Glucoac und Fructow 
durch Adsorption aus Bcnzol an .,Magnesol" (synthetisehes, hydratisiertcl 
Yagnesiumsilikat) getrennt werden, wobei die Zonen nach der Pinselmcthodv 
mit Kaliumpermanganat-Lisung sichtbar gcmaeht werden, ein Verfahren, das 
van W ~ l f r o r n ~ ~ )  zur Analyse roher Rohrzuckerprlparate verwendct wurdr. Dcr- 
sclbe Auto?') hat vor kurzem gezeigt, daIl sich auch die Zucker selber chromato- 
graphisch trennen lassen, wenn man sic an ,,Magnesol" odcr bestimmten Filter- 
erden aus Athylalkohol ?der Isopropylalkohol rnit wcchselndem Wassergehalt 
adsorbiert. Verwendt wurdon folgende Mischungen, deren eluierende Wirkung 
von links naeh rochts abnimmt: 70yoiger Alkohol, 90%iger Alkohol, 957;iger 
Alkohol, 90 YAiger Isopropylalkohol, 97yoiger Isopropylalkohol. Nach ihrer 
Adsorptionsaffinitkt lassen sich die Zuckor in verschiedenc Grupprn einteilen. 
Folgende Trennungen wurden untcr anderen durchgefiihrt : d-Glucosc-d-Sor- 
bit, d-Mannit-d-Dulcit, Saccharose-Raffinose, sowie die Trennung der fol- 
genden Zucker, die in Hydrolysaten von Hemiccllulosen vorkommcn kbnnen. 
namlich d-Galaeturonsaure, d-Galactose, d-Glucose, d-Xylose und d-Rham- 
nose. Auch bei diesen Trennungen wurdcn die Zonen dadurch sichtbargemacht. 
dall die aus dem Adsorptionsrohr herausgedriickte Skulr mit ciner Kaliumprr- 
manganat-Lbsung bepinselt wurdr. 

Die Uberfiihrung in farbige Verbindungen durch Kupplung 
mit Azobenzolcarbonsaure hat  sich auch zur Trennung von Amino- 
sauren bewahrt. So konnte Karrer37) zeigen, dab  nach Veresterung 
der Carboxyl-Gruppe und Kupplung der Amino-Gruppe rnit Azo- 
benzol-p-carbonsaure sich Glykokoll, Alanin, Leucin und Valin 
trennen lassen, wobei die Adsorptionsaffinitat in dieser Reihe von 

'*) H .  tlrockrnonn, Ho pe Seyler's Z. pliysiol. Chem. 2 4 1 ,  104 119361. 
' I )  G. H .  Coleman u. bitarb. ,  J .  Arner. chem. SOC. 6 4 .  1501 119421; GS, 

1588 11943); 67 ,  381 119453. 
I * )  J .  K .  Merrweiler 11. Mitarb. J .  Amer. chern. SOC. 6S, 2367 119431. 
' 3 )  E. J .  Norberg, J .  Auerbach ti. R .  M .  H i x o n ,  J .  Arner. cheni. SOC. 6;. 342 

114491 , . I .I , . 
") K .  N .  Jones J .  Chern. SOC. [London] 1944  333. 
'.) k'. W .  Binkle; u. M .  L .  Wolfrom. J .  Amer. ;hem. SOC. 6 6 ,  1720 (1Y461. 
l o )  B .  W .  Lew,  M .  L .  Wolfrorn u. R.  M .  G o r p p ,  J. Amer. chern. SOC. 6.*, 

1449 119461. 
':) P .  Karrer,  R .  Keller 11. G. Szonyl ,  Helv. Chirn. Acta ,  ? 6 ,  38 [19431. 

links nach rechts abninitnt. Die Beobachtung, da8 die Adsorptioti 
um so fester ist, je kleiner dle aliphatische Seitenkette ist, stimrnt 
iiberein rnit den oben erwahnten Befunden an  Fettsaure-Deriva- 
ten.  Ebenso wie bei den p-Phenyl-phenacylestern der niedrig- 
rnolekularen Fettsauren geniigt auch hier, wie das  Beispiel Alanin- 
Glykokoll zeigt, ein Unterschied einer einzigen CH,-Gruppe in der 
aliphatischen Seitenkette, urn eine Trennung herbeizufiihren. 

Trotz  der eben geschilderten Erfolge haben die Teststrich- und 
die Farbkopplungsmethode gewisse Nachteile. Urn den Teststrich 
anzuwenden, mu6 die Adsorptionsslule, ohne zu zerbrockeln, aus  
dem Chromatogrammrohr herausgedruckt werden, was nicht im- 
mer gelingt, und es mu6 ein geeignetes Reagenz zur  Yennzeich- 
nung der Zonen zur Verfiigung stehen, was bei vielen Stoffen nicht 
der Fall ist. Hinzu kommt, d a 6  die ,,Entwicklung" des Chrornato- 
grarnms nicht verfolgt werden kann und bei verbogenen Zonen 
eine saubere Trennung schwer ist. Bei der Farbkopplungsrnethode 
entfallen diese Schwierigkeiten. Dafiir hat  sie den Nachteil, da6  
bei der Uberfiihrung in farbige Derivate und deren riicklaufiger 
Spaltung Verluste auftreten konnen und bei rnanchen Verbin- 
dungen solche Derivate garnicht zu erhalten sind. 

In jiingster Zeit ist nun ein Verfahren entwickelt worden, d a 6  
bei einfacher Handhabung alle diese Schwierigkeiten umgeht und 
recht allgemeiner Anwendung fahig i sP) .  Es beruht auf folgender 
Uberlegung. Die Zonen farbiger Stoffe werden dadurch sichtbar, 
da8 sie einen Teil des wei6en Lichtes selektiv adsorbieren. Die 
gleiche selektive Adsorption mu6 bei den Zonen farbloser Stoffe 
eintreten, wenn sie mit u l t r a v i o l e t t e m  L i c h t  geeigneter Wel- 
lenlange bestrahlt werden. Gelingt es, diese Adsorption sichtbar 
211 machen, so werden damit auch die Zonen erkennbar.  Das ist, 
wie wir fanden, moglich, durch Verwendung fluoreszierender 
Adsorbentien. 1st deren OberflBche mit einem farblosen Adsor- 
benden bedeckt, so wird bei Bestrahlung mit Ultraviolettlicht, 
dessen Wellenlange innerhalb des Absorptionsbereiches des Ad- 
sorbenden liegt, ein Teil des fluoreszenzerregenden Ultraviolett 
absorbiert. lnfolgedessen ist dort ,  wo sich Zonen befinden, die 
Fluoreszenz schwacher als da, wo die SPule ,,leer" ist ;  die Zonen 
erscheinen daher dunkel auf hellem Grunde. Die einzelnen Ytirn- 
chen des Adsorbens wirken also wie kleine Leuchtschirrne. Als 
Adsorbens verwendeten wir bei unseren ersten Versuchen Alu- 
rniniumoxyd, das durch Erhitzen mit kleinen Mengen von Schwer- 
riietallen fluoreszierend gemacht worden war. S p i t e r  stellte sich 
heraus, daO es bequemer ist, Adsorbentien dadurch fluoreszenz- 
f ih ig  zu machen, d a 6  man sie mit kleinen Mengen einer fluo- 
reszierenden Verbindung anfsrbt ,  die zwei Bedingungen erfollen 
m u &  Sie darf mit den zu adsorbierenden Verbindungen nicht 
reagieren, und sie mu6 so fest a m  Adsorbens haften, da_B sie 
beim Eluieren der Adsorptionszonen nicht abgelost wird. For  Alu- 
rniniumoxyd eignet sich in dieser Hinsicht weitaus a m  besten, das  
zum Aluminium-Nachweis verwendete Pentaoxyflavon Morin, das 
schon in kleiner Menge dem Adsorbens eine leuchtend gelbe Flu- 
oreszenz verleiht, ohne dessen Adsorptionsfahigkeit rnerklich zu 
heeinflussen. Es  llOt sich mit Vorteil auch zur Herstellung von 
fluoreszierendem Calciumcarbonat itnd Magnesiumoxyd verwen- 
den. An Stelle des Morins konnen auch andere Verbindungen 
benutzt werden, beim Aluminiumoxyd z. B. Sallcylsaure, die blau 
fluoreszierende und Diphenyl-fluorindin-sulfosaure, die rot flu- 
oreszierende P r lpa ra t e  liefert. Zur  Herstellung fluoreszierender 
Kieselsaure eignet sich a m  besten Berberin (gelbe Fluoreszenz). 

Bei den Adsorbentien mit Eigenfluoreszenz, wie den durch 
Erhitzen mit kleinen Metallmengen dargestellten oben erwlhnten 
Aluminiurnoxyd-Prlparaten komrnt die SchwBchung der  Fluores- 
zenz innerhalb der Zonen dadurch zustande, da6  die jedes Teil- 
chen des Adsorbens urnhiillende Schicht der  adsorbierten Sub- 
stanz das fluoreszenzerregende Licht absorbiert, wodurch das  da- 
runterliegende als Leuchtschirm wirkende Teilchen weniger hell 
fluoresziert. Bei den angefarbten Adsorbentien (Fremdfluoreszenz) 
ist dieser Vorgang nicht rnoglich. Hier kann die SchwBchung der 
Fluoreszenz dadurch hervorgerufen werden, d a 6  der adsorbierte 
Stoff die Fluoreszenz einer unmittelbar neben ihm auf der Adsor- 
bensoberflache befindlichen Farbstoffmolekel loscht. Oder aber 
das einfallende UV-Licht wird durch die obersten Schichten des 
") H .  Brockrnonn u .  F .  Volpers .  Chem. Bcr. 8 0 ,  77 11947); Noturwiss.  33, 
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mit farbloser Substanz beladenen Adsorbens absorbiert u n d  kann 
nun die darunterliegenden fluoreszierenden Teilchen nicht oder 
nu r  noch wenig zur  Fluoreszenz anregen. Wenn diese Uberlegung 
richtig ist, mti6ten sich Zonen farbloser Substanzen auch dadurch 
sichtbar machen lassen, daO man dern Adsorbens eine zweite f l u -  
oreszierende abe r  nicht adsorbierende Substanz beimischt. Das 
ist nun, wie wir fanden, tatslchlich der Fallsp). Verrnischt man 
nlmlich Alurniniumoxyd mit 5-10% 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 l lnger  an-  
haltenden Nachleuchten der  Adsorptionssaule. Bild 1 sol1 die 
Leuchtschirmfunktion der Zinksulfidteilchen deutlich machen, 

Licht I 
0 fiilchen des Adsorbens 
0 Tei/cnen Ues Adsarbens 

0 ?iilchcn der Leuchtfarbe 
mit adsorbierter Substanz 

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, P-Jonon-Pseudojonon, Pho- 
ron-Mesityloxyd. Bei den meisten dieser Verbindungen l i 6 t  sich 
auf Grund der oben dargelegten Zusammenhange zwischen Ad- 
sorption und Konstitution die Trennbarkeit  voraussagen. Gut  
sichtbare Zoncn gaben auch die zur  Charakterisierung von Alko- 
ho lm verwendeten p-Nitrobenzoeslure-ester, sowie die zur Kenn- 
zeichnung von Sauren hlufiger benutzten p-Brom- und p-Phenyl- 
phenacylester. 

Als Lichtquelle diente fur  diese Trennungen eine Analysen- 
quarzlarnpe, deren Filter praktisch nu r  fur  die Linien 365 und 
366,3 mp durchlassig ist. F u r  Stoffe, die bei dieser Wellenlange 
keine merkliche Absorption mehr zeigen, mu6 kurzwelligeres Licht 
verwendet werden, d a s  sich verhLltnismaBig leicht mit Hilfe ge- 
eigneter Filter gewinnen IBBt. Wir benutzten zu dem Zweck ein 
Chlorfilter von 25 cm Lange und Fenstern aus  Filterglas UG 5 der 
Firrna Schofl, das praktisch n u r  die Linie 253,7 mp durchlal3t. 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 m p  und dem sichtbaren Teil des Spektrums merk- 
liche Absorption zeigen, sichtbar gemacht werden konnen. Das 
bedeutet ,da6 die Mehrzahl aller fu r  die Adsorptionstrennung Ciber- 
haupt  in Frage kommenden farblosen Stoffe durch das  neue Ver- 
fahren der chromatographischen Adsorption zuganglich gemacht 
werden k6nnen. 

Das Vertei lungsch romatogramm 

Grundsatzlich ist jeder Vorgang, bei dern 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. Angenomrnen, es IieRe sich 

'*) H .  Brockmann u. F. Volpers, Unveroffentl icht.  

eine Saule aufbauen, die s t a t t  aus  Yornchen eines festen Adsor- 
hens aus Partikeln eines Losungsmittels bestunde, so mii6te sich 
diese Saule beirn Durchstromen mit einer Losung, die sich rnit der 
SIulenfliissigkeit nicht rnischt, wie eine Adsorptionssaule verhal- 
ten, d. h. die Komponenten des Gemisches wiirden nach Ma6gabe 
ihres Verteilungskoeffizienten in die SPule bibergehen. Das Ver- 
dienst, diese Uberlegung in die T a t  umgesetzt zu haben, gebtihrt 
Gordon, Marf in  und Synge'O), die zeigen konnten, da6  sich der 
Aufbau einer S lu l e  aus Fliissigkeitspartikeln dadurch erreichen 
IaBt, dal3 man die Flussigkeit von feinkornigem Kieselgel auf- 
saugen IaBt. Die Fliissigkeitsteilchen erhalten dadurch ein Geriist, 
das  ihr ZusammenflieBen verhindert .  Mit dieser neuen, als ,,Ver- 
tellungschromatograrnm" bezeichneten Methode, k'onnten die Au- 
toren Phenylalanin, Norleucin, Isoleucin, Leucin, Prolin und Valin 
in Form ihrer Acetyl-Derivate trennen und aus Proteinhydrolysa- 
ten auch Peptide a b ~ c h e i d e n ~ l ) .  Die Chromatogrammslule be- 
s tand a u s  Kieselgel, das 70% seines Gewichtes an  Wasser enthielt. 
Urn die Zonen sichtbar zu machen, war  dieses Wasser mit Methyl- 
orange angeflrbt4*). Als Losungsmittel fur die Acetyl-aminoslu- 
ren diente Chloroform, das 0,5 bis 1 Prozent n-Butanol enthielt. 
Wie Th. Wiefand u. H. F ~ e m e r y ' ~ )  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, wahrend die SLule rnit phenol-gesattigtem Wasser 
getrankt ist. In der gleichen Weise IieSen sich Leucin und Valin 
sowie Leucin und Prolin trennen. 

Auch in der Zuckerchemie hat  sich das Verteilungschromato- 
gramm bewahrt. So lie6 sich an  der wasserhaltigen Kieselgelsaule 
2, 3, 4, 6-Tetramethyl-glucose von 2, 3, 6-Trimethyl-glucose und 
Dimethyl-glucose trennen'd) (Losungsmittel Chloroform), ein Er- 
gebnis, das fur  die Endgruppenbestirnmung bei S t l rke  und Gly- 
kogen von Bedeutung ist, zumal nu r  50-200 m g  Substanz erfor- 
derlich sind. Ferner hat  das  Verteilungschromatogramm zurTren- 
nung von Glucose-pentaacetat und Cellobioseoctaacetat Verwen- 
dung g e f ~ n d e n ' ~ ) .  

In der Reihe der niedermolekularen Fettsauren gelang dieTreil- 
nung von- Ameisensaure, EssigsLure, Propionsatire und Butter- 
s l ~ r e ' ~ ) .  Zu erwahnen ist, daB mit Hilfe des Verteilungschromato- 
gramms die Bestimmung von Penicillin in Penicillin-Gemischen 
moglich ist"). 

Verwendet man F i l t r i e r p a p i e r  a l s  T r a g e r  due inenphase ,  
so lassen sich ,,zweidirnensionale" Chromatograrnme herstellen, 
mit deren Hilfe in 400 mg eines Proteinhydrolysates 22 verschie- 
dene Aminosiuren festgestellt w ~ r d e n ' ~ ) .  

Das neue Verfahren ist zweifellos ausbaufahig 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 Adsorptionsaffinitaten so Ihnlich, daB sie sich im Adsorp- 
tionschromatogramm nicht trennen lassen, so besteht irnmer noch 
die Moglichkeit, daB sie auf Grund ihrer verschiedenen Loslichkeit 
im Verteilungschromatograrnm zerlegt werden konnen. Bei farb-  
losen Verbindungen lassen sich wie wir fanden die Zonen unter der 
Analysenlampe dadurch sichtbar machen, daR das Yieselgel mit 
Berberin fluoreszierend gemacht wird. 
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