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Historisches. 
u Beginn dieses Jahrhunderts machte der russische Botaniker Z Tswett bei der Untersuchung pflanzlicher Pigmente eine 

Beobachtung von groI3er Bedeutung. Als er einen mit Petrolather 
hergestellten Blattextrakt durch ein niit Calciumcarbonat gefiilltes 
Rohr filtrierte, bildeten sich in der Calciuincarbonatschicht farbige 
Zonen aas, die sich beim Nachwaschen init dem Losungsmittel 
deutlich treimten und langsani in bestitnrntem Abstand voneinander 
durch die Saule des Adsorptionsm.ttels wanderten. Treunte man 
nach Entfernen des Losungsmittels die farbigen Zonen mechanisch 
voneinander und eluierte sie niit Methanol, so erhielt ninn die ein- 
zelnen Farbstoffkoinponenten des Pflanzenextraktes. 

Uiese Auftrennung beruht grob umrissen offenbar darauf, dal3 
durch die ohersten Schichten der Adsorptionssaule zunachst vor- 
wiegend die Kornponente mit der grol3ten Affinitat zum Adsorbens 
aus der Losung herausadsorbiert wird. Dann erfolgt iiberwiegend 
die Adsorption der Kornponente init der zweitgrol3ten Adsorptions- 
affinitat, dann die niit der drittgroaten und so fort. Daneben findet 
durch die dauernd nachfliel3ende Losung, besonders aber durch 
das Nachwaschen mit reinem Losungsmittel, eine Blution der ein- 
zelnen Zonen und daran anschliel3end eine erneute Adsorption in 
den darunterliegenden Schichten der Saale statt. Die Zonen ent- 
halten zunachst neben dcr als Hauptmenge vorhandenen Kom- 
ponente des Gernisches fast ininier noch mehr oder meniger grol3e 
Mengen von anderen Stoffen geringerer Adsorptionsaffinitat. Diese 
werden beirii Nachmaschen zuerst eluiert. wodurch eine weitere 
Fraktionierung eintritt. Beim Wanderii der Zonen wahrend des 
Nochwaschens fiiidet eiiie dauernde Elution und Adsorption statt, 
in deren Verlauf schliel3lich bei geniigend grol3er Differenz in den 
Adsorptionsaffinitaten eine vollige Trennung der Komponenten 
statffindet. Tswieft, der diese Zerlegung in der Saule mit der spek- 
tralen Zerlegung des Lichtes verglich und die Bedeutung seiner 
Methode klar erkannte, bezeichnete sie als ,,chromatographische 
Adsorption" oder kurz als ,,Chromatographie" und benutzte sie 
lediglich f i i r  analytische Zwecke. Er veroffentlichte seine Ergebnisse 
1906 in botanischen Zeitschriften') und 1910 zusammenfassend in 
einem nur in russischer Sprache erschienenen Buch iiber ,,Chroma- 
phylle"z). 

Die geniale Methode Tszcefts blieb lange Zeit fast unbeachtets) ; 
vielleicht weil die betr. Arbeiten dem Chemiker schwer znganglich 
waren, vielleicht aber auch, weil Wilbtiitter nachwies, dal3 bei der 
von Tmett studierten Adsorption des Chlorophylls an Calcium- 
carbonat eine Veranderung des Farbstoffes eintritt, wodurch der 
Wert der hlethode zweifelhaft erscheiuen konnte. Erst im Jahre 
1931, nachdem inzwischen die Enzymarbeiten der Willstiitterschen 
Schule die grol3e Leistungsfahigkeit der Adsorption zur Trennung 
empfindlicher Stoffe gezeigt hatten, wurde die Twettsche Methode 
in ihrer ganzen Bedeutung von R. Kuhn neu entdeckt. Arbeiten 
auf dem Carotinoidgebiet, bei denen die klassischen Trennungs- 
methoden nix sehr unvollkommene Ergebnisse lieferten, waren es, 
die dringend ein besonders spezifisches und schonendes Trennungs- 
verfahren erforderten und den Anla0 gaben, sich der Chromatographie 
zu erinnern. 

Nachdem sich die Methode ini Kuhnschen Laboratorium bei 
der Mikroanalyse von Carotinoiden bestens bewahrt hatte'), wurde 
sie zum ersten Male pTaparativ von Kahn, Winte~8tein u. Ledere+) 
zur Auftrennung des Eidotterfarbstoffes und zur Reindarstellung 
des Luteins aus Pflanzen, sowie von Kuhn u. Ledere+) zur Zerlegung 
des bis dahin fur einheitlich gehaltenen Carotins in a- und b-Carotin 
benutzt. Dal3 auch die Trennung sehr ahnlicher Stoffe, die in sehr 
ungleichem Mengenverhaltnis vorliegen, glatt gelingt. zeigte die 
Entdeckung des Y-Carotins'), dessen Menge in dem als Ausgangs- 
material verwendeten Carotin etwa O , l %  betrug. Es ist ein gliick- 
licher Umstand gewesen, darJ die erste praparative Anwendung 
der Tmeffschen Methode auf dem Gebiet der Carotinoide erfolgte, 
auf dem ihre Leistungsfiihigkeit besonders eindrucksvoll hervortrat, 
denn dadurch wurde die Anrepng gegeben, die chromatographische 

*) Dcr vorhergehende Beitrag dieser Reihe ist emhienen diese Ztschr. SS, 321 [194G]. 
3. Crwee, Oxydatinn mit Bleitetraacetat u. Pejodsiium. 
Arb. Naturf. C&. Wamchau 14 [1031; Ber. dtnch. bot. Ges. 99, 316, 381 [1906]. 

a)  Die OhrornophgUe in der Pflanzcn- und Tierwelt, Wamhau 1910 (russ.). Hier ist bereits 
die chromatogrnphische Trennung von kiinstlichen Farbstoffen (Fettfarb%toffe, Sudan 
111) heschrieben. 

P) Gon den vereinzelten Arheiten, die sich in der Zeit zwischen 1906 und 1931 mit der 
Tsadlechen Methode beschaftigthaben, seien erwahnt die Ton D h d  u. Palmer (Literatur 
hei Zechmeislm u. 11. Cholnaky: Die chronietographische Adaorptlonmethode, Julius 
Gpringer, Wien 1938, 2. Aufl.) 

') R.  Ruhn u. a. BmcLmann, Hoppe-Seyler's Z. phy~iol. Ohem. 206, 41 [19321. 
6, Ebenda 197, 141 119311. 
9 Ber. dtsch. chem. Glen. 64, 1349 [1931]. 
3 R. Euhn U. H .  Brochmann, ebenda 66, 4Q7 110331. 

Adsorption auch bei anderen Stoffklasseu zu erproben. Hier hat 
sich besouders Winterstein verdient gemacht, der im Iiiihnschen 
Institut die alten Versuche Tawetts zur chromatographischeii 
Trennung des Chlorophylls wieder aufgriff und zeigen konnte, dal3 
sich durch Adsorption an Puderzucker eine praparative Trennung 
von Chlorophyll a und b durchfiihren Ial3P). Ferner wies er nach, 
da9 die Methode nlit gutem Erfolg zur Trennung polycyclischcr 
aromotischer Kohlenwasserstoffe verwendet werdeii kanng) . Eine 
weitere wichtige Anwendling der Chromatographie kurz nach ihrer 
Wiederentdeckung war die von Karrer u. Mitarb. diirchgef&rte'O) 
Arueichenmg des A-Vitamins aus Fischleberolen, die so weit getrieben 
wurde, dal3 n i t  den hesten Fraktionen die Konstitutionsermittlung 
des Vitamins moglich war. 

Die chromatographische Adsorption hat sich dann schnell 
auf den verschiedensten Gebieten bewahrt und steht heute den 
klassisrhen Trennungsmethoden der Chemie ebenbiistig zur Seite. 
uber ihre Handhabung und ihren Anwendungsbereich berichtet 
eine Keihe von zusammenfassenden Darstellungenl1). von denen 
die ausgezeichnete Monographie von Zechnwister u. w. C l ~ o l n o k y ' ~ )  
besonders hervorgehoben werden mu& 

Wenn trotzdem an dieser Stelle nochmals ein Referat 
gebracht wird, so geschieht es deswegen, weil der Anwenduiigs- 
bereich der Methode noch sehr erweiterungsfiihig ist und eine 
erneute Zusammenfassung des bisher Erreichten vielleicht 
Anregung zu weiterem Ausbau der Chromatographie geben 
kann. Da im Rahmen dieses Aufsatzes auf eine auch nur 
einigermaBen erschopfende Darstellung verzichtet werden 
mul3, sollen nur die fiir die praktische Anwendung wichtigen 
Punkte zusammengestellt und durch einige I3rfahrungen er- 
ganzt werden, die wir wiihrend einer langjfhrigen Beschaftigung 
mit der Methode gesammelt haben. Die Einteilung des Stoffes 
in einen Teil, der die Technik der chromatographischen Ad- 
sorption schildert und einen solchen, der ihre Anwendung 
behandelt, ergibt sich von selber. 

Die Technik d e r  chromatographischen 
Adsorption. 

Die chromatographische Adsorption besteht, wie eingangs 
schon angedeutet, darin, die Lijsung der zu trennenden Stoffe 
din& eine lange, festgefiigte Schicht einesgeeigneten Adsorptions- 
mittels zu filtrieren, die sich in einem Glasrohr, dem Adsorp- 
tionsrohr befindet, und anschliel3end mit dem Lijsungsmittel 
nachzuwaschen. Dabei kann die Filtration allein durch deli 
Druck der im Rohr befindlichen Fliissigkeitssaule oder aber 
durch Uberdruck erfolgen. Die entstandenen Zonen werden 
nach Entfernen des Losungsmittels voneinander getreiint und 
mit einem geeigneten Losungsmittel eluiert. 

Adsorptionsrohren. Als Adsorptionsrohren dienen in1 
einfachsten Fall Glasrohren geeigneter Lhge  und Weite, an 
deren einem stark verjiingten Ende ein enges Ablaufrohr an- 
gesetzt ist. Vor Einfiillen des Adsorptionsmittels wird das 
Ablaufrohr an der Ansatzstelle mit einem festen Wattepfropf 
verschlossen. Wir verwenden fiir  Vorversuche Rohren von 
8-10 cm L b g e  und 0,s cm Dmr., fur die meisten prapa- 
rativen Arbeiten solche von 20-35 cm Lange bzw. M cm 
Dmr. Im allg. ist es nicht zweckmal3ig. die Rohren sehr vie1 
langer zu bemessen, da sonst das Herausheben der Zonen 
Schwierigkeiten macht und bei feinkornigen Adsorptionsmitteln 
die Durchlaufgeschwindigkeit zu gering wird. Urn ein gleich- 
mal3iges Filtrieren am Rand und im Inneren der Saule zu 
erreichen, wurde von Winterstein vorgeschlagen, den unterenTei1 
des Rohres an Stelle des Wattebausches mit einer Glassinter- 
platte zu verschlie13en1s). Ein solches Rohr erhalt man leicht 
durch Anschmelzen eines passenden Glasrohres an ein Jenaer 

B, A.  Winterstein u. Q. Skin,  Hoppe!3agler's 8. physiol. OLeni. 220, 263 [10341. 
O) A .  Wintmstein u. R. Schrin, ebendam,  139, 146 [193]; d. Rialerslein, a. Schdn 11. 

H .  Feuer, ebenda 280,168 Il934l; A. Winrersldn u. H. rettm, ebennila 230.1G9 119341. 
lo) P. gamer, R.  Mmt n. K .  See, Helv. chim. Acta 14, 103G [10311. 
'I) A.  Winterstein in 0. Kleins Eandb. d. Pflanzenanalyse, Bd. IF', S. 1403, Juliua Springor, 

WieD 1933; ff. H e m ,  dime Ztachr. 40, 315 119361; Ohem. Techn. Untersucbungs- 
methoden, Julius Springer, 1939, Erg.-Bd. 8.173; a. Vetter, Phyaiksl. Methoden d. 
SnalYt. Ohnmie, m. Ted, 9. 1, Akad. Verbpges., Leipzig 1030. Ferncr vmhiedene 
Zusammenfassungen der auslandischen Literatur. 

u, Die Chromatographieche Adsorptionemethode, 2. Aufl. Julius Springer, Wien 1938. 
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Glassinterfilter (G  1). Bei kleinen Rohren ist die Glassinter- 
platte meistens entbehrlich. 

Statt die Zonen des Chromatogrammes mit ekein langen 
Spate1 herauszuschaben, kann man auch die Saule nach 
Absaugen des Losungsmittels vorn unteren Ende her aus der 
Rohre herausdrucken und dann zerlegen. Dieses Verfahren 
ist nur bei kleinen bis mittelgroflen Adsorptionssaulen glatt 
durchfiihrbar uiid eignet sich am besten fiir feinkornige Ad- 
sorbentien. Man braucht dafiir Adsorptionsrohren, die am 
unteren Ende nicht' verengt sind. Sie lassen sich so herstellen, 
daB man das eine Ende eines Glasrohres nach Dhire' mit einem 
feindurchlocherten Kork oder nach Wintevsteinso) mit einem 
Wattebausch und einer feinmaschigen Drahtnetzkappe ver- 
schliel3t uiid dieses Rohrende mittels Gummistopfen in einen 
Glasvorstol3 einsetzt. Bei der Anordnung nach Winterstein 
steht dabei die Drahtnetzkappe des Rohres auf einem in den 
VorstoB eingelegten grobmaschigen Drahtnetz. Eine Ab- 
anderung dieses Rohres ist von Zechmeisterla) angegeben 
(Abb. 1). In das Rohr wird his zur Verengung eine Porzellan- 

B b 

w 

Nicht irnmer ist es giinstig, fur groBe Mengen g rok  Ad- 
sorptionsrohren zu venvenden. Bei der Isolierung des anti- 
rachitischen Vitamins aus Lebertran45) fanden wir es vorteil- 
hafter, statt in einem grokn Rohr, in mehreren Rohren voa 
25 cm Liinge und 5 cm Dmr. gleichzeitig zu adsorbieren. 

Gelinpt es nicht. f i i r  eine Substanz ein L6sunpsmittel zu " . -  
finden, in dem sie sich bei Zimmertemperatur geniigend l&t, 
so kann man in manchen F a e n  zum Ziel kommen, wenn man 
aus einem hochsiedenden I&ungsmittel bei hoherer Tempe- 
ratur adsorbiert. Die Heizung des Adsorptionsrohres erfolgt 
am einfachsten durch einen glaernen Heizmantel, der vou 
den Dampfen einer Fliissigkeit mit geeignetem Siedepunkt 
durchstromt wird. 

Um das Nachgiekn von Losung und Losungsmittel zu 
vereinfachen, ist es bei grohren Flussigkeitsmengen zweck- 
maBig, als VorratsgefaB einen grol3en Tropftrichter mit Hahn 
und langem Ablaufrohr mittels dicht schliefiendem Stopfen auf 
das Adsorptionsrohr zu setzen. Fiir grofiere Mengen haben 
sich in unserem Institut Trichter b e w w ,  die sich aus 5- oder 

1 0-1-Rundkolben durch Anschmelzen eines Glashahnes am 
Boden des Kolbens leicht herstellen lassen. Man kann 
dann das Adsorptionsrohr lagere  Zeit unbeaufsichtigt 
lassen und erreicht durch die groBere Fliissigkeitssaule 
eine erhohte Durchlaufgeschwindigkeit. DaB man bei luft- 
empfindlichen Substanzen durch das Vorratsgef aB, iiber die 
Fliissigkeit im Adsorptionsrohr sowie durch die Vorlage ein 
indifferentes Gas leitet, braucht nicht besonders hervor- 
gehoben zu werden. 

Will man aus irgendeinem Grutlde das Durchstromen 
der Saule unterbrechen. so verschlieBt man das Ablauf- 
rohr mit einem Korken oder durch einen am Ablaufrohr 
angebrachten Hahn und laat die Saule mit Fliissigkeit be- 
deckt stehen. Eine lagere  Unterbrechung ist nicht rat- ' Sam, weil die Zonen durch Diffusionsprozesse innerhalb 

-f der Saule an Schfirfe verlieren. 
9 Die Adsorptionsmittel. Als Adsorptionsmittel ist *. jede fein gepulverte Substanz verwendbar, die fiir die zu 
4 trennenden Stoffe ein geeignetes Adsorptionsvermogen be- 

sitzt, sich in dem verwendeten IXisungsmittel nicht lost, 
das Erkennen farbiger Zonen nicht durch ihre Eigenfarbe 

cm unmoglich macht und die adsorbierten Stoffe nicht ver- 
Abb. 2. Abb. 3.  anderi. Die Korngrok des Adsorptionsmittels ist maB- 

gebend fiir die Durchlaufgeschwindigkeit ; sie schwankt 
bei den gebrauchlichen Adsorbentien nach Zechmeister'a) 
zwischen 1,2 p (Calcium carbonicum laevissimum) und 10 p 

u. Becker. = Porolithfiltedatte A = Ablsufstutaen (wasserhaltiger Gips) . Von grobkornigen Adsorptionsmitteln 
lassen sich langere SBulen verwenden .als yon feinkornigen, 

Abb. 1. 
Adsorptionsrohr nach winterstein u , ~ ~ & ~ ,  

~ = Metallgeh~use 
o = (fleszylinder 

Adsorptions- Mikroadsorp- 
rohr nach tionsrohr S = Schraube 

Zechmcister. nach Schopf = Ring 

siebplatte geschoben, auf die man zuvor eine Wattescheibe 
gebracht hat, deren iiberstehender Rand nach unten umgelegt 
ist und dadurch ein Anritzen der Glaswand beim Heraus- 
schieben der Saule verhindert. 

Fiir die Adsorption sehr kleiner Mengen venvendeten 
Schopf u. Becker14) ein Mikrorohr (Abb. Z), dessen Capillarteil 
einen Durchmesser von 1 mm hat und zur Aufnahme des 
Adsorptionsmittels dient, wahrend der obere Teil ( G 5  mm 
lichte Weite) das Losungsmittel aufnimmt. Das untere etwas 
erweiterte Ende der Capillare wird mit einem Wattebausch 
verschlossen nnd die plangeschliffene Fuoplatte in einem 
VorstoB auf eine Siebplatte gestellt. Als VorstoB eignet sich 
@t eine kleine Jenaer Glasfritte. 

Handelt es sich urn die Adsorption groBer Mengen, so 
kann man Adsorptiorisrohren mit Wattebausch oder Sieb- 
platte bis zu einer L a g e  von etwa 40 cm (Dmr. 8-10 cm) 
verwenden. Reichen diese nicht aus, so empfiehlt sich die 
Verwendung einer yon Winterstein u. Sch8n16) beschriebenen 
Vorrichtung (Abb. 3).  Sie besteht aus einem 50 cm langen 
und 12,5 cm weiten Glasrohr, das mit dem unteren umgelegten 
und plangeschliffenen Rand mittels Gummidichtung auf eine 
Porolith-Filterplatte16) aufgesetzt wird, die ihrerseits mit 
Gummidichtung auf dem Metalltrichter M ruht. Mit Hilfe 
des Ringes R und der Schrauben S wird der Zylinder zusamen 
mit der Porolithplatte auf den Trichter aufgeschraubt. Der 
Apparat ruht auf einem DreifuP7). 

~ ~ 

Btatt d w n  kann auch eiue Porzellsnsiebulatte in das Rohr mbracht werden. die mit 
Watb bedeckt wird. 

'3 Liebigs Ann. Ohem. 524, 124 [19361. 
'3 Hoppe-Segler's 2. physiol. Ohem. e80, 144 119341. lo) Filterwerk MeiDen. 
17) Die Apparatur sowie eine fiehr Bholich gebaute von etwes kleineren AtismaBen Bind zu 

besiehen durch die Firma L. Homuth, Inh. Vetter, in Heidelberg.. 
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bei denen zu laige Schichten die Durchlaufzeit u n g e b h -  
lich verliingern konnen. 

Als geeignetes Adsorptionsvermogen ist ein solches an- 
zusehen, bei dem eine gute Ausbildung der Zonen auftritt. 
1st das Adsorptionsvermogen zu gering, so wandern die Stoffe 
ohne Zonenbildung durch die Saule hindurch. ist es zu grol3, 
so bleiben sie in einer schmalen Zone im obersten Teil der 
Sade hangen und lassen sich nicht zju einzelnen Zonen aus- 
einanderwaschen. Man hat es in der Hand, die Stiirke der 
Adsorption durch geeignete Wahl des Adsorptionsmittels so- 
wie auch des Losungsmittels so zu bemessen, daB eine opti- 
male Trennung erreicht wird. 

VerhaltnismaBig selten sind die F d e ,  in denen die ad- 
sorbierte Suhstanz am Adsorbens irreversible VerBnderungen 
erleidet. So wird Carotin bei der Adsorption an Fullererde 
zerstortls), bei der Adsorption an Aluminiumoxyd, wie sich 
erst in jiingster Zeit herausgestellt hatlg), zum Teil isomerisiert. 
Chlorophyll wird an Calciumcarbonat verAndert, nicht dagegen 
bei der Adsorption an Puderzucker. 

Interessante Untersuchungen iiber Veranderung von Stoffen 
bei der Adsorption fiihrte E. WeitzZ0) durch. An sich unpolare, 
farblose Verbindungen (z. B. Triarylmethanderivate), die unter 
gewissen Bedingungen (Losen in fliissigem SO, oder durch Kornplex- 
bildung) heteropolar und dabei fabig werden, lassen sich auch . 
durch Adsorption polarisieren und bilden farbige Adsorbate (vor- 
wiegend an Silicagel und Aluminiumoxyd); ein \'organg, der nach 
Weitz durchaus in Parallele zu setzen ist mit der bei diesen Ver- 
bindungen beobachteten Bildunfi farbiger Komplexe mit anorgani- 

' 8 )  R .  Eulrn u. E .  Brocknnnn, Hoppe-Seyler's 2. phpsinl. Ohem. ZM), 255 [19311. 
1') A .  E.  Q'illam 11. Jf. 8. EL Ridi, Biochemicd J. 80, 1735 119361. 
10) E.  Weilz 11. P. Schmidc, Ber. dtsch. chem. Ges. 72,1710 [19391,72,2099 [19391; E .  Weilz, 

F. Schmidc u. J .  Siic-gges, Z. Elektrochem. angew. phgeik. Ohm. 48, 2B [lWl. 



schen Halogeniden, \vie z. B. Xluuiitduii~chlorid. Beiiii Eluieren der 
.4dsorbate mit Losungsmitteln von ausgepragter Dipolnatur werden 
die farblosen Ausgangsverbindungen zuriickerhalten, es findet also 
keine irreversible Veranderung statt. DaW bei ernpfindlichen Stoffen 
eine solche Polarisation die Vorstufe zu weiteren irreversiblen Ver- 
andenmgen sein kann, ist ohne weiteres \.erstaridlich. Nach unseren 
Erfahrungen ist beitn Auftreten dieser Polarisationserscheinungen 
(z. B. bei Naphthazarin- und Anthrachinonfarbstoffen) eine chromato- 
graphische Trennung schwer oder unmijglich; man mu13 d a m  nach 
Adsorbentien suchen. bei denen Polarisation ausbleibtzl). 

Im folgenden ist eine Reihe von Adsorptionsmitteln 
angefdut, die sich bei der chromatographischen Adsorption 
bewar t  haben. Sie adsorbieren aus wasserfreien Losungs- 
mitteln umso besser, je scharfer sie getrocknet sind. Bei un- 
gleicher KorngroWe ist es enipfehlenswert, sie vor Gebrauch 
durchzusieben. 

Aluminiumoxyd ist von allen Adsorptionsmitteln bisher am 
meisten gebraucht worden. Die KorngroBe des kauflichen Praparates 
(E. Merck)  erlaubt eiqe sehr gleichmaBige Fiillung des Adsorptions- 
rohres und eine Filtriergeschwindigkeit, die auch ohne Verweudung 
von Uberdruck ausreichend ist. Das Adsorptionsvermogen weist 
erhebliche Schwankungen auf. Von der Firma &fsrck, Darmstadt, 
wird daher ein sehr aktives Aluminiumoxyd mit bekanntem durch 
Testruethoden standardisierten Adsorptionsvermogen2z) in den 
Handel gebracht. Es eignet sich besonders zur Trenuung von 
Carotinoidkohlenwasserstoffen und von polycyclischen aroniatischen 
Kohlenwasserstoffen. 1st das standardisierte Praparat fur bestimnite 
Zwecke zu stark, so kann man es durch Stehenlassen an der Luft 
oder schneller durch Schutteln in offenen GefaDen bis zur ge- 
wunschten Starke entaktivieren. Es eignet sich, wie schon erwahnt, 
nicht zur chromatographischen Trennung von Naphthazarin- und 
Anthrachinonfarbstoffen. da es m't ihnen tiefgefarbte Adsorbate 
(Farblacke) hildet, in denen der Farbstoff recht fest gebunden ist. 

Bleicherden (.4luminiumsilicate), wie sie in der Olindustrie 
zum Reinigen gebraucht werden, eignen sich fur manche Trennungen. 
Sie sind unter verschiedenen Namen iin Handel (Frankonit XI,, 
Floridin u. a,). Da iiianche mit Salzsaure vorbehandelt sind, konnen 
sie ziemlich stark sauer reagieren, rrorauf bei saureempfindlichen 
Stoffen zu achten ist. Ihr Adsorptionsvermogen ist sehr gut; sie 
eignen sich besonders zur Adsorption aus wal3rigen I,osungenZ3). 

Calciumcarbonat wurde schon von Tswett zur Trennung der 
in Blattextrakten rorhandenen Farbstoffe benutzt. Sein Adsorp- 
tionsvermogen ist geringer als das des Alutniniumoxyds. Es leistet 
auf dem Gebiet der Carotinoide zur  Trennung der Xanthophylle 
wertvolle Dienste und kann 11. a. auch ZUT Trennung von Naphtha- 
zarinfarhstoffen TTeraendet =erdenz4). 

Calciumhydroxyd. Der kaufliche geloschte Kalk ist nach 
KarrerZ6) ein brauchbares Adsorptionsmittel zur Trennung der 
isonieren Carotine, das sich durch grol3e Billigkeit auszeichnet. Fur 
wa13rige Losungen und alkaliempfindliche Suhstanzen ist es natiirlich 
unhr auchbar . 

Calciumoxalat ist yon uns niit gutem Erfolg zur Trennung 
von Naphthazarin- und Anthrachinonfarbstoffen verwendet wordenZE) 
und durfte sich auch sonst bewahren. Durch Behandeln des kauf- 
lichen Calcinmosalats niit Oxalsaure und anschlieflende Trocknung 
laI3t sich das Oxalat mit Oxalsaure ,,beladen" und dadurch fur 
inanche Zwecke nktiver machen. 

Calciumsulfat. 1G7rrcr2') hat das wasserhaltige Sulfat zur 
Trennung von Anthocyangeuiischen in mal3rigem Medium benutzt. 
Nach unseren Erfahrungeri ist der kaufliche Gips fur Adsorption 
nus wasserfreien 1,osungsmitteln in vielen Falleii ein ausgezeichnetes 
adsorbens. 

Kaolin hat sich wiederliolt bewahrt. 
Kieselgur eignet sich gut zur Adsorption von Naphthazarin- 

farbstoffen. Mit seiner Hilfe gelang die ilbtrennung von Alkannan 
aus AlkanninZ4), deren Mengenverhaltnis etwa 1 : 2000 betrug. 

Magnesiumoxyd ist verschiedentlich als Adsorptionsmittel 
empfohlen worden. 

Puderzucker ist ein mildes, billiges Adsorbens fiir wasserfreie 
1,osungsmittel. das vor dem Gebrauch getrocknet und gesiebt 
werden muB. Es wurde, wie schon ermahnt, von Winterstein u. 
.'+tins) zur Trennung von Chlorophyll a und b benutzt. 

Sillcagel ist in gepulverter Form ein sehr aktives Adsorptions- 
mittel. das vielseitig verwendbar ist. (Polarisationserscheinungen 
vgl. Weitz20)). 

21) So lassen sich Nnphthazarinfarhst,offe. die an KieselRjiure z. T. polarisiert werden, an 
nut Snlzsaure rorbehandelter Kieselsiiiire eut chromotnernuhisch trcnnen. H .  Brock- 
nlann u. fi. Xii l lc t ,  Liel~igs Ann. Chem. &, 51 [1039]:' 

?2) Aluminiimioxyd ziir A4lsorption nach Brockmann. 
2a) 1Y. Rosehum, Hnppe-Seyler's Z. physsiol. Uhem. 239, 89 119361, 240, 

niich C. Sch6:af 11. E. B e c k a ,  Liebi- Ann. Ohem. 524, 49 119361. 
z4) H. Brockmunn, ehenda 521, 1 119361. 
25) P .  Kurrcr u. 0. Te~Zkm, Helv. chim. Acta 16. 641 119331. 
* 8 )  8. B r o c h m n  u .  R. ~lli i l ler,  Liebigs Ann. Ohem. 540, 51 119391. 
? I )  P. hnrrer u. H .  M. TPder, Helr. cliirn. Actn 19, 1025 [1Q3G]. 
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Starke ist schon von Tszc.pft zu chromatographischen Tren- 
nungen angewandt worden. Ihr Adsorptionsvermogen ist gering. 

Ta lkum ist brauchbar. hat aher den Nachteil, da13 die Filtra- 
tionsgeschwindigkeit gering ist. 

Wenn ein Adsorptionsniittel sehr feinkornig ist, 1aBt sich 
die Filtrationsgeschwindigkeit durch Beilnischung eines grob- 
kornigeren Stoffes, dessen Adsorptionsvermogen moglichst 
klein sein soll, erhohen. 

Statt nacheinander  an zwei verschiedenen Stoffen zu 
adsorbieren, kann man diese auch in zwei getrennten Schichten 
so in ein Adsorptionsrohr fdlen, daW sich der mit der geringeren 
Adsorptionskraft oben im Rohr befindet, einverfahren, das sich 
fur Demonstrationszwecke besser eignet als fur praparative 
Brbeiten. So laat sich die chromatographische Auftrennung 
eines Blattextraktes sehr schon derart zeigen, daB man ihn 
durch ein Rohr filtriert, das als untere Schicht Aluminium- 
oxyd, als mittlere Calciumcarbonat und als obere Puderzucker 
enthalt. Am Puderzucker werden d a m  Chlorophyll a und b 
adsorbiert, in der Calciumcarbonatschicht die Xanthophylle 
und an1 Aluminiumoxyd die Carotine. 

Losungsmittel. Die chromatographische Adsorption ist 
bisher in der Hauptsache mit organischen Losungsmitteln 
durchgefihrt worden. Sie diirfen keinen Alkohol enthalten, 
weil dieser die Adsorption entweder stark herabsetzt oder 
meistens ganz verhindert. und miissen daher gegebenenfalls 
mit Wasser tnehrmals durchgeschiittelt werden. Die am 
meisten gebrauchten Losungsmittel sind folgende : 

Benzin. Man verwendet vorteilhaft die zwischen 70° und 80° 
siedende Fraktion oder ,,Normalbenzin" (Kahlbaum). Es hat sich 
als indifferentes Losnngsmittel besonders auf dem Carotinoidgebiet 
und bei der Isolierung von Vitamin A und D bewahrt. Bei manchen 
Handelssorten ist es notwendig, durch fraktionierte Destillation 
hoher siedende Anteile, die namentlich beim Arbeiten init gro13eren 
Mengen Losungsmittel storend wirken, zu entfernen. 

Benzol. Aus Benzol werden die meisten Stoffe nicht so gut 
adsorbiert wie aus Benzin. Dagegen hat es den Vorteil, da13 die 
Loslichkeit in ihm durchweg grol3er ist als in Benzin. Sehr haufig 
werden Benzol-Benzin-Gemische verwendet. Das ist imnier dann 
notig, wenn die Substanz in Benzin zu wenig loslich ist oder daraus 
zu stark adsorbiert wird. aus Benzol allein aber die Sdsorption un- 
geniigend ist. Durch Vorversuche wird dann ein geeignetes 
Mischungsverhaltnis der beiden Losungsmittel ausfindig gemacht. 

Sehwefelkohlenstoff ist in manchen Fallen wegen seines guten 
Losungsvermogens brauchbar. Fur enipfindliche Substanzen, wie 
manche Carotinoide, ist er ebenso wie Chloroform oder andere 
halogenhaltige Losungsm.tte1 ungeeignet. 

Ather, Essigester sowie Pyridin sind gelegentlich rnit guteltl 
Erfolg verwendet worden. Bei Substanzen, die so stark adsorbiert 
werden, da13 eine Auftrennung der Zonen iiicht stattfindet, IaOt 
sich durch Zugabe kleiner hlengen Alkohol die ddsorption stark 
herabsetzen und so eine chromatographische Trennung ermoglichen. 

Wasser. Die chromatographische Adsorption aus wa13rigen 
Losungen ist erst in wenigen Fallen verwendet worden. So, wie 
schon erwahnt, von KarrerZ7) zur Trennung von Anthocyanen, von 
K o s c h . ~ ~ ~ ~ ~ )  zur Trennung von Harnfarbstoffen, von Schopj23) bei 
der Untersuchung von Pterinen und von Rug& u. Jensenz8) zur 
Chromatographie von Teerfarbstoffen. 

-4dsorption und Elution sind hier oft sehr weitgehend vom 
PH ahhangig. Man kann schon jetzt sagen, daW das Haupt- 
anwendungsgebiet der chromatographischen Methode die 
Adsorption aus wasserfreieu Losungsmitteln bleihen wird. 

Vorversuche. Wenn es sich daruni handelt, konipli- 
ziertere Gemische zu trennen, so ist stets zu beriicksichtigen, 
daB bei aller Leistungsfiihigkeit der Chromatographie ihre 
Anwendung allein nicht immer ausreichend ist und oft erst 
die Kombination mit anderen Trennungsmethoden zum Ziel 
fiihrt. Wo immer moglich, soll der chromatographischen 
Adsorption in diesen Fallen eine Vorreinigung durch Ver- 
teilung zwischen verschiedenen I,osungsmittelna9), fraktionierte 
Fkllung oder andere Methoden vorangehen. Manchmal ist es 
zweckmafiig, durch Filtration durch die Saule eines geeigneten 
Adsorbens eine , ,Voradsorption" durchzufiihren29), bei der 
man zunachst einmal die gut adsorbierbaren Anteile (in der 
Saule) von den weniger gut adsorbierbaren (im Filtrat) trennt. 

Urn festzustellen, wieweit sich ein Gemisch trennen 1aBt 
und welches Adsorbens und I&sungsmittel dabei zu verwenden 
zB) Helv. chim. Act8 18, 624 [19351, 18, 64 [19361. 
BB) H.  Erockmann, Hoppe-Seyler'a Z. physiol. Ohem. 241, 104 119361. 
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ist, werden Vorversuche in kleinen Xdsorptionsrohren durch- 
gefiihrt. Dabei empfiehlt es sich, init Losungeii bekannter 
Konzentration zu arbeiten und die Menge des A4dsorptions- 
mittels sowie das Volumen der Losung und der Waschflussigkeit 
abzumessen. Man gewinnt so einen Anhaltspunkt fiir die beim 
Hauptversuch anzuwendenden Mengen. Bei feinkomigen 
Adsorptionsmitteln ist darauf zu achten, daB die Saule beini 
Hauptversuch annahernd das gleiche Verhdtnis von Lange 
und Querschnitt aufweist wie beim Vorversuch. Es ist lastig, 
wenn man feststellen muB, daB die Filtrationsgeschwindigkeit, 
die beim Vorversuch in kurzer breiter Saule ausreichend war, 
im Hauptversuch in einer diinnen langen Adsorptionsrohre 
unertraglich langsam ist. Zu beachten ist ferner, da13 der 
Durchmesser der Saule im Verhdtnis zur Menge der zu ad- 
sorbierenden Substanz nicht zu groB g e m a t  wird, weil sich 
sonst sehr schmale dicht beieinander liegende Zonen ausbilden, 
die nicht sauber zu trennen sirid. Die Menge des Adsorptions- 
mittels richtet sich selbstverstandlich nach dessen Adsorptions- 
vermogen und nach der Menge der zu adsorbierenden Substanz. 
Die Konzentration der Losungen muB unter allen Urnstaden 
so g e w a t  werden, daB ein Auskristallisieren geloster Sub- 
stanzen in der Saule unterbleibt. Die GroBe der Saule wird 
i .  allg. so bemessen, daB nach Entwickeln des Chromato- 
grammes hochstens die unterste Zone mit ins Filtrat gelangt ist. 

Fiillung des Adsorptionsrohres. Vorbedingung f i i r  
die gute Ausbildung der Zonen und damit fur das Gelingen der 
Trennung ist eine gleichmaaige Fiillurig des Rohres mit dem 
Adsorptionsmittel. Man geht so vor,, claB man jeweils eine 
kleine Menge davon einfiillt und sie zu einer gleichmaaigen 
Schicht zusanunenstampft. Fiir kleine Rohren dient dazu 
ein Glasstab, dessen eines Ende zu einer kleinen Platte aus- 
gedriickt ist oder ein passender Kork, der in einem Glasrohr 
steckt. Fur grol3ere Rohre kann man nach Zechmeisters Vor- 
schlag12) aus Holz gedrehte Stampfer verwenden, bei denen 
die Durchmesser der Endplatte etwa 2/$ des Rohrdurch- 
messers betragen. Wir verwenden Stampfer, die aus einem 
halb durchbohrten Kork bestehen, in dessen Bohrung ein 
Glasstab gesteckt ist. Nachdem das Rohr bis etwa a/3 seiner 
Lange mit Adsorbens gefiillt ist, wird die Oberflache der Saule 
mit einem Rundfilter oder einer diinnen Watteschicht bedeckt, 
uni beim -4ufgiel3en der Losung ein Aufwirbeln des Adsorp- 
tionsmittels zu verhindern. 1st dieses sehr feinkornig, so daI3 
Durchsaugen der Losung erforderlich ist, so setzt man vor 
dem Aufgierjen der Losung das Rohr auf die Saugflasche, stopft 
bei laufender Pumpe die Saule nochmals fest und gieBt dann 
die Losung auf. Bei richtigem Arbeiten mu13 jctzt die Losung 
gleichmaBig in die Saule eindringen. Wahrend der ganzen 
Adsorption ist darauf zu achten, da13 die Sade  stets mit 
Fliissigkeit bedeckt ist. Beim Trockensaugen entstehen leicht 
durch Schrunipfung Risse und Kanale im Adsorbens, die eine 
gute Ausbildung der Zonen unmoglich machen. Aul3erdem 
konnen enipfindliche Stoffe beim Durchsaugen von Luft ver- 
andert werden. Manchmal ist es ZweckmaBig, vor dern Auf- 
giel3en der Losung das Losungsmittel durch die Saule zu 
saugen, uin diese damit anzufeuchten. 

Die gleichmaoige Fiillung eines Rohres ist urn so schwieriger, 
je groBer es ist. Bei groBen Rohren ist es empfehlenswert, 
die Fiillung durch Einschlammen vorzunehmen30). Man gieBt 
eine dicke Aufschlammung des Adsorptionsmittels (in dem- 
selben Losungsmittel, das3 bei der Adsorption verwendet wird) 
portionsweise in das Rohr, saugt das Losungsmittel so weit ab, 
bis das Adsorbens noch eben damit bedeckt ist, und fiillt  die 
nachste Portion ein. 

Von der TeilchengroI3e des Adsorbens sowie von der Lange 
der Saule hangt es ab, ob man die Fliissigkeit mit oder ohne 
Hilfe der Wasserstrahlpumpe diuch die Saule filtriert. Lang- 
sanies Durchstrornen begiinstigt die Ausbildung der Zonen, 
schnelles Filtrieren ist zu vermeiden. Bei niedrig siedenden 
Losungsmitteln und groBem Widerstand der Saule kann beim 
Durchsaugen ein unerwiinschtes Verdampfen des Losungs- 
mittels im Ablaufrohr uud im unteren Teil der Saule eintreten. 
Dann ist es geraten, das Filtrieren ohne Vakuum unter Ver- 
wendung eines Uberdruckes, der mit Wasserstrahlgeblase 
oder Olpumpe erzeiigt wird, durchzufiihren. 

*o) 8. IVinlmMn 11. G .  Stein, Hoppe-Seylel's Z. phyniol. CLiem. 220, 273 [19331; D .  C. 
Caslle, A.  E .  Gillam, I .  ill. Rriltiron u. H .  W .  Thonipson, Biochemical J. 28, 1702 [1934]. 

Entwickeln des Chromatogrammes. Hat die gesamte 
Losung die Saule passiert, wobei sich schon Zonen ausbilden 
konnen, so wird durch Nachwaschen mit dem Losungsmittel 
die optimale Trennung der Zonen herbeigefiihrt, das Chromato- 
gramm wird ,,entwickelt". Diese Entwicklunp gelingt nur un- 
vollstandig, wenn die zu trennenden Stoffe zu fest adsorbiert 
werden. In diesem Fall la& sich oft durch Nachwaschen niit 
einem anderen Losungsmittel eine bessere Trennung der Zonen 
erreichen. Hat man z. B. aus Benzin adsorbiert, so kann man 
entweder mit Benzol-Benzin-Gemischen oder mit Benzol nach- 
waschen. Unter giinstigen Verhaltnissen sind die einzehen 
Zonen durch leere Schichten des Adsorptionsmittels von- 
einander getrennt. Oft grenzen die Zonen aber auch unmittel- 
bar aneinander oder gehen in einer ,,Zwischenzone" ineinander 
iiber, deren Eluat zur weiteren Auftrennung einer erneuten 
Adsorption unterworfen wird. Bei Stoffen mit sehr ahnlichem 
Adsorptionsverhalten treten keine Einzelzonen auf, es bildet 
sich eine einzige, gleichmail3ig aussehende Zone, in deren 
oberem und unterem Teil bestimmte Komponenten des Ge- 
misches angereichert sein konnen. 

Elution. Um die einzelnen Zonen zur Elution aus der 
Saule abtrennen zu konnen, muB das Losungsmittel so weit 
abgesaugt werden, da13 die Saule eine kompakte, moglichst 
wenig zerbrockelnde Masse bildet. Ob man die Saule aus deni 
Rohr herausdriickt und dann zerlegt oder die -4ufteilung im 
Rohr vornimmt, hangt von der GroBe und Konsistenz der 
Saule ab. Wir bevorzugen auch bei kleinen Rohren das Her- 
ausschaben der Zonen mit einem Spatel. Vor den1 Zerlegen 
der Saule stellt man sich fur jede Zone ein GefaB mit Elutions- 
fliissigkeit bereit, in das die betreffende Schicht sofort iiber- 
fiihrt wird. Das Zerlegen der Saule soll moglichst schnell vor 
sich gehen, dainit etwaige Oqdation der adsorbierten Substanz 
verhindert wird. 

Als Elutionsflussigkeit dient meistens das jeweils benutzte 
Losungsmittel, dem eine geringe Menge (0,5--204) Methanol 
oder Athanol zugesetzt wird. Die Tatsache, daB schon geringe 
Alkoholmengen die Adsorption stark herabsetzen oder ganz 
verhindern, wurde bereits von Tswett beobachtet. Sie beruht 
offenbar darauf, daB der Alkohol vom Adsorbens sehr stark 
adsorbiert wird und daher die adsorbierten Stoffe von der 
Oberflache verdrangt. Wird durch alkoholhaltiges Losungs- 
mittel das Adsorbierte nicht vollig abgelost, so wird mit Alkohol 
allein eluiert. 1st auch damit keine Elution zu erreichen, so 
versucht man mit Pyridin zum Ziel zu komnien, dem, wenn 
es sich urn same Substanzen an einem basischen Adsorbens 
handelt, Essigsaure oder bei der Adsorption basischer Ver- 
bindungen an sauren Adsorptionsmitteln Alkali oder Piperidin 
zugesetzt mird. Hat  man auch damit keinen Erfolg, so besteht 
noch die Moglichkeit, an Stelle der adsorbierten Substanz 
das Adsorbens aufzulosen, was natiirlich nur bei einigen (z. ,B. 
Puderzucker, Calciumcarbonat, Calciumoxalat, Magnesium- 
oxyd) durchfuhrbar ist . Eine derartig schwere Eluierbarkeit 
darf allerdings hochstens bei einer Komponente vorkommen, 
sonst ist ,eine vollige Trennung des Gemisches im Chroniato- 
granini nicht moglich. 

Die eluierten Fraktionen mussen gegebenenfalls nach 
Verdampfen des Losungsmittels und Wiederauflosen in den1 
gleichen oder einem anderen Losungsmittel einer erneuten 
Adsorption unterworfen werden. Will man aus den1 gleichen 
Losungsmittel weiter adsorbieren, so entfernt man den ukohol, 
statt zu verdampfen am einfachsten durch griindliches Durch- 
schiitteln des Eluates mit Wasser. 

In manchen Fallen bilden sich 
auch bei langerem Nachwaschen keine Zonen aus. Statt nun 
die Schichten der Siiule auf eine etwaige Fraktionierung hin 
zu untersuchen, kann man auch mit geeigneten Losungsmitteln, 
am besten Gemischen, deren Elutionsvermogen durch wech- 
selnde Zusainmensetzung variierbar ist, fraktioniert aus der 
Saule eluieren. Dabei mu0 man das Filtrat in kleinen Por- 
tionen auffangen und mit Hilfe geeigneter Reaktionen oder 
auch spektroskopischsl) auf den Gehalt der abzutrennenden 
Substanzen untersuchen. 1st nichts mehr eluierbar, dann 
andert man die Zusammensetzung der Waschfliissigkeit so, 
da13 ein weiterer Anteil &s Adsorbierten eluiert wird. Man 
hat diese Art der Fraktionienmg auch als ,,Fliissiges Chromato- 
gramm" bezeichnet. Mit dieser Methode konnten Windaus u. 
81) E. Brockmann u. R. &fuller, Liebigs Ann. Ohem. 540, 51 119391. 

Fraktionierte Elution. 
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Brockmann: Die  chromatographische d d 8 O r p t i O f l  

Mitarb.32) das Provitamin des antirachitischen Vitamins D, 
und D, aus Cholesterin in reiner Form abtrennen. 

Ultrachromatogramm. Wie von U'intersteins3), sowie 
von KarrersJ) gezeigt wurde, laBt sich die Tswettsche Methode 
ohne weiteres auf solche farblosen Stoffe ausdehnen, die bei 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht Fluorescenz zeigen. Der 
Anwendungsbereich der Chromatographie hat dadurch eine 
wkhtige Erweiterung erfahren. Von Kurrer ist diese Modi- 
fikation der Methode als ,,Ultrachromatographie" bezeichnet 
worden. Zur Auhahme des Adsorptionsmittels sind naturgemaB 
Rohre aus Quarz oder Uviolglas besonders geeignet. Meistens. 
kommt man aber mit solchen aus gewohnlichem Glas voll- 
kommen aus. Als Lichtquelle dient eine Analysenquarzlampe 
(Heraeus), bei der durch Dunkeluviolglas der langwellige Spek- 
tralbereich etwa von 360 rnp ab wegfiltriert wird. Die Arbeits- 
weise der Ultrachromatographie ist der bei farbigen Stoffen 
angewandten durchaus analog. Zu heachten ist allerdings, 
daW die Fluorescenz mancher Stoffe schon durch sehr gering- 
fiigige Beimengungen ausgeloscht werden kann. So fand 
Winterstein, daB die Fluorescenz des Anthracens bereits durch 
einen Gehalt von 1 / 3 0 0 0 0 ~ ~  Naphthacen vollkonmen zurn Ver- 
schwinden gebracht wird. 

Die Ultrachromatographie eignet sich nach Winte~stein~s) 
gut zur Trennung polycyclischer aromatischer Kohlenwasser- 
stoffe und ist auf diesem Gebiet zweifellos noch ausbaufrihig. 
Ferner kann sie nach unseren eigenen Erfahrungen mit Vorteil 
benutzt werden, um bei Konstitutionsermittlungen die Re- 
aktionsprodukte der Zink~taubdestillation~5) oder der Selen- 
dehydrierung zu tremien und dadurch zu kristallisierenden 
Fraktionen zu kommen. Bei der Anwendung auf waljrige 
Gsungen, f i i r  welche die von K o s c h ~ r a ~ ~ )  durchgefiihrte Iso- 
lierung von Uropterin aus Harn ein schones Beispiel gibt, 
mulj beriicksichtigt werden, daB die Fluorescenz weitgehend 
vorn pa der Losung abhagen kann. 

Die Anwendung der chromatographischen 
Adsorption. 

Das Hauptanwendungsgebiet der chromatographischen 
Adsorption ist die Trennung gefiirbter oder flnorescierender 
Stoffe, von denen die in organischen Losungsmitteln loslichen 
i. allg. geeigneter sind als die nur wasserloslichen. Der An- 
x-endungsbereich der Methode erreicht seine Grenze in den 
Fdlen, in denen entweder die adsorbierten Stoffe irreversible 
Veriinderungen erleiden, oder vom Adsorptionsmittel so fest 
gebunden werden. daQ eine Elution nicht moglich ist, oder aber 
in ihrem Adsorptionsverhalten so aMich sind, daW eine Tren- 
nung ausbleibt. Praktisch bedeuten diese drei Grenzfdle kaum 
eine Beschreung der Methode, weil sie verhdtnismaBig selten 
und auch dann fastimmer nur bei einigen Adsorbentien auftreten. 

Die Anwendungsmoglichlieiten kann man, je nachdem, 
ob man die Chromatographie fur praparative oder fur ana- 
lytische Zwecke verwendet, in zwei Gruppen einteilen, ails 
denen im folgenden Beispiele angefiihrt werden. 

Praparative Anwendung. 
Bei der praparativen Anwendung handelt es sich oft 

d a m ,  aus einem Gemisch iiiehrere oder auch samtliche 
Kompouenten in reinem Zustand zu isolieren. Meistens ist 
dann die Zahl der Komponenten nicht groB. Der einfachste 
Fall ist gegeben, wenn zwei Stoffe vorliegen, von denen der 
eine vollstandig in der Saule adsorbiert a i rd  und der andere 
beim Nachwaschen ohne weiteres ins Filtrat ubergeht. Als 
Beispiel sei die Zerlegung von Pikraten (besonders solcher 
von Kohlenwasserstoffen) angefiihrt, die sich in vielen FUen 
sehr einfach so durchfuhren 18Bt, daB man die Losung durch 
eine Saule von Aluminiumoxyd filtriert, wobei die Pikrinsaure 
adsorbiert wird und die andere Komponente (Kohlenwasser- 
stoff oder Base) sich im Filtrat ansammelt. 

Besonders eindrucksvoll zeigt sich die allen anderen 
Trennungsmethoden uberlegene Leistungsfiihigkeit derchromato- 
graphie bei Gemischen, die eine Komponente in sehr geringer 
Menge enthalten und bei denen trotzdem eine fast quantitative 
Trennung moglich ist. Beispiele dafiir sind die Trennung von 
p-Carotin und y-Carotin') sowie voq Alkannin und Alkannan24). 
32) A .  Wiadaus u. 0. Sfange, Hopp-Seyler's Z. phpol .  Ohern. 244,218 [193ti]; A .  lFindaus 

11. P. Bock. ebenda 245. 1fA r19371. 

Recht aussichtsreich erscheint die Anwendung der chro- 
matographischen Adsorption zum Studium des Reaktions- 
verlaufes bei farbigen Verbindungen, weil es hier geliiigt, 
auch kleine Mengen von Nebenprodukten zu erfassen, die 
sich bei den iiblichen Aufarbeitungsmethoden dem Nachweis 
entziehen. Ein erster Versuch in dieser Richtung liegt vor in 
einer Arbeit von Brocknaann u. Miiller26), bei der es gelang. 
bei der Kondensation von Naphthazarin nlit Aldehyden neben 
den1 envarteten Reaktionsprodukt noch vier interessante Nehen- 
produkte zu isolieren. Zweifellos wird der weitere Verfolg 
dieser. Arbeitsrichtung zu genaueren Einblicken in den Verlauf 
mancher Reaktionen fiihren. 

Es ist Mar, daB die Schwierigkeiteii bei der Trennung mit 
der Zahl der Komponenten groBer werden ; eintnal deswegen. 
weil die Wahrscheinlichkeit wachst, daB Komponenten in 
ihrem Adsorptionsverhalten einander so W c h  sind, daB 
eiiie deutliche Zonenbildung ausbleibt, zum anderen deshalb, 
wcbil sich die Komponenten des Gemisches in ihrer Adsorption 
unter diesen Bedingungen leichter gegenseitig beeinflussen 
konnen. Nicht selten beobachtet man, daB im Gemisch eine 
Verbindung schwacher adsorbiert wird als in reinem Zustande. 
Auch der umgekehrte Fall, daB durch andere Stoffe die Ad- 
sorption erhoht wird, kann vorkommen. So wird, wie Schiifif 
u. Becker zeigen konntena6), Erythropterin aus Rohlosungen 
durch einen Begleitstoff an Aluminiumoxyd gebunden, wahrend 
es in reinem Zustande nicht adsorbiert wird. Da die Menge 
des Begleitstoffes nicht ausreichend ist, um nach Art einer Beize 
das gesamte Erythropterin an das Aluminiumoxyd zu binden, 
lauft ein Teil davon durch die Saule und nur eine dem Begleit- 
stoff entsprechende Menge wird adsorbiert. Man gewinnt so 
den Eindruck, daB der Farbstoff uneinheitlich ist, was in 
Wirklichkeit nicht zutrifft . 

Sehr haufig handelt es sich bei der Aufarbeitung eines 
Gemisches d a m ,  nur eine Komponente zu isolieren. Das 
ist z. B. der Fall, 'wenn man die Tswetlsche Methode ZUI Reini- 
gung eines Rohproduktes anwendet, wobei nur die das Haupt- 
produkt fiihrende Zone aufgearbeitet wird. Dabei gelingt es 
oft, sehr hartnackig anhaftende Verunreinigungen, die sich 
durch Umkristallisieren schwer oder gar nicht entfernen lassen, 
durch eine einzige Adsorption zu beseitigen. 

Wfiretid hier das isolierte Produkt die Hauptmenge des 
Gemisches ausmacht, kommt es umgekehrt bei der Isolierung 
eines Naturstoffes meistens darauf an, einen in geringer Kon- 
zentration vorhandenen Stoff von groBen Mengen verschieden- 
artiger Begleitstoffe abzutrennen. Auch bei dieser Aufgabe hat 
die Chromatographie bereits in vielen Fallen sehr wertvolle 
Dienste geleistet. 

In manchen Fallen laBt sich die Filtration durch eine 
Adsorptionssaule auch dazu verwenden, um geloste Stoffe von 
Losungsmitteln zu trennen. Statt groBe Mengen einer ver- 
diinnten Losung zu verdampfen, kann man sie durch ein 
Adsorbens filtrieren, an dem das Geloste hiingen bleibt, wahrend 
das Losungsmittel als Filtrat erhalten wird. Bin Beispiel fur 
diese Anwendungsart, die, streng genommen, nicht mehr zur 
Chromatographie gehort, bietet die Arbeit von K o s c h ~ r a ~ ~ )  uber 
die Isolierung von Uropterin aus groI3en Mengen (5000 1) Ham. 

Die Zahl der bisher durchgefiihrten praparativen 
Trennungen ist sehr groB. Da die Anfiihrung nur einiger Bei- 
spiele kein richtiges Bild geben wiirde, sei nochmals auf die 
Monographie ron Zeclwneister u. v. Cholnoky hingewiesen, in 
der die praparativen Aiiwendungsarten ziemlich erschopfend 
zusammengef a13t sind. 

Analytische Anwendung. 
Qualitative Analyse. 

chroinatographischen Adsorption zu bei der 
Pr ti f u n g e i ner  S u b s  t a n  z auf E i n he i t I i ch  k e i t 

IIaufig lassen sich bei Substanzen, die auf Grnnd der Schinelz- 
punktskonstanz als einheitlich anzusehen sind, im Chroniato- 
g r a m  noch kleine Mengen von Verunreinigungen als schmale 
Zonen (meist oberhalb der Hauptzone) erkennen. Als  Reinheits- 
kriterium ist das Chromatogramm der Schmelzpunktsbestim- 
iriung also oft uberlegen38). Zeigt ein Stoff eine einzige homogene 
Zone, so kann man ihn i. allg. als einheitlich ansehen. Dabei 
ist jedoch zu beriicksichtigen, daB, wie schon e r w h t ,  bei Ver- 

Eine Richtige Roue koiimt der 

a? Liebig6 Ann. Ohern. 5%. 49 119361. 
Hoppe-Seyler's 2. phpsiol. Ohem. 240, 127 [103G], 
Vgl. hierso Roflet, ,,Mikro&np. Methoden z. Identifiaiemg nrpniiischer Suhstnnzen", 
Beiheft aw Z b h r .  dea VDCh Nr. 36; Ausaug diese Ztschr. 59,lG'i [lQW]. 
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bindungen, deren Adsorptionsverhalten sehr M i c h  ist, eine 
Auftrennung in Zonen nicht erfolgt. Meistens tritt aber doch 
innerhalb der einheitlich aussehenden Zone eine gewisse 
Fraktionierung ein, auf die mit Hilfe geeigneter Erkennungs- 
mittel zu priifen ist. 1st das nicht moglich oder unterbleibt 
auch dieseFraktionierung, dann laWt sich eine dennoch vor- 
handene Inhomogenitat der Substanz fast immer dadurch 
erkennen, dalj beim Wechseln von Adsorbens und Losungs- 
mittel doch noch Zonen auftretensB). Das Verfahren ist durch- 
aus analog dem beim Umkristallisieren iiblichen Vorgehen, die 
Schmelzpunktskonstanz nach nochmaligem Umkristallisieren 
aus einem anderen 1,osungsmittel zu iiberpriifen. Nur iiuljerst 
selten sind zwei Substanzen in ihrer Adsorption so W c h ,  
dalj sie bei der Sdsorption aus verschiedenen Losungsnlitteln 
und an verschiedenen Adsorbentien im Chrornatogramm keine 
Unterschiede erkennen lassen. Umgekehrt kann das Aus- 
bleiben einer chromatographischen Trennung in Analogie Zuni 
Mischschmelzpunkt benutzt werden zur 

Priifung zweier Subs tanzen  auf I d e n t i t a t  
(Mischchromatogramm) . Die beiden Verbindungen werden im 
gleichen Mengenverhaltnis gelost und an verschiedenen Ad- 
sorptionsmitteln chromatographiert . Tritt keine Trennung 
auf, so kann mit derselben Sicherheit wie aus der Konstanz 
des Mischschmelzpunktes auf Identitat geschlossen werden. 

PriifungvonHandelswaren. Zurschnellen qualitativen 
Untersuchung und Kennzeichnung von Farbstoffen, Drogen usw. 
kann ein unter genau festgelegten Bedingungen mit standar- 
disierten Adsorptionsmitteln erhaltenes Chromatogramm wert- 
volle Dienste leisten. 1st z. B. unter diesen Versuchsbedin- 
gungen eine Droge oder eine andere Ware durch ein bestimmtes 
Bild des Chromatogranlmes gekennzeichnet, so lassen sich 
Veraderungen, Zusatze oder Verfdschungen leicht erkennen 
(kiinstlicher B~tterfarbstoff~O), Verfdschung von Wein41) u. a.). 

Wertvolle Dienste kann die chrornatographische Adsorption 
nach Arbeiten von Ka~frnann~~a) bei der Reinheitspriifung von 
Fettsauren und der Untersuchung von Oleinen leisten. 

An o r g a n i s c h e chromatograph i s c h e An a1 y s e. Ein- 
gehende Untersuchungen uber die Frage, wieweit sich die 
Tswettsche Methode in der anorganischen Chemie zur qualita- 
tiven Analyse eignet, verdankt man G.-M. S c h w ~ b ~ ~ ) .  Sie 
haben ergeben, dalj sich viele Kationen an Aluminiumoxpd 
gut trennen lassen, dai3 die Trennung aber, wie zu erwarten, 
Schwierigkeiten macht, wenn die Zahl der vorliegenden 
Kationen grolj ist. In diesem Falle ist es notig, die iiblichen 
Gruppentrennungen beizubehalten und die chromatographische 
Methode fiir  die Analyse innerhalb einer Gruppe zu verwenden. 
Besonders giinstig scheint die Auftrennung der Schwefel- 
ammongruppe zu verlaufen. Bine Kationentrennung durch 
Adsorption an einer Mischung von 8-Oxy-chinolin und Kieselgur 
haben Erlenmeyer u. D ~ h n * ~ )  beschrieben. Sie halten die 
Methode fiir geeignet zur Analyse von Legierungen. Auch bei 
der anorganischen Mikroanalyse kann nach Schwab44) die 
Chromatographie als Hilfsmethode gute Dienste leisten. 

Zur quantitativen Analyse ist 
es erforderlich, da8 die einzelnen Zonen des Chromatogramms 
so weit voneinander entfernt sind, daR eine saubere Abtrennung 
aus der Saule moglich ist. Man eluiert die Zonen quantitativ, 
miljt das Volumen des Eluates und colorimetriert. Als Mikro- 
methode zur Bestimung von Carotinoiden wurde die chromato- 
graphische Adsorption von Kuhn u. Brockmann4) ausgearbeitet. 
Durch Verteilung zwischen Benzin und 90xigem Methanol 
wird zunachst eine Trennung in Xanthophylle, Xanthophyll- 
ester und Carotiuoidkohlenwasserstoffe durchgefiihrt und an- 
schlieBend die chromatographische Trennung der einzelnen 

Quantitative Analyse. 

Gruppen vorgenomnien. ~ Die Methode gestattet, in einem 
BIatt oder wenigen Bliiten den Gehalt der verschiedenen 
Carotinoide zu ermitteln. Eine chromatographische Mikro- 
methode zur Bestimmung von Chlorophyll a und b in 1 bis 

Die Trennung farbloser Stoffe mit Hilfe der Tswettschen 
Methode. 

Die groJ3en Erfolge, die bei der chroniatographischen 
Trennung farbiger und fluorescierender Stoffe erzielt worden 
sind, haben es natiirlich nahegelegt, die Methode auch bei 
f arblosen Substanzen anzuwenden. Bei ihnen mulj, ent- 
sprechende Unterschiede im Adsorptionsverhalten voraus- 
gesetzt, ebenfalls eine Ausbildung von Zonen in der Adsorptions- 
saule auftreten, nur daR sie dem Auge nicht sichtbar ist und 
daher streng genommen nicht als ,,chromatographisch" be- 
zeichnet werden kann. Die Schwierigkeit, die Zonen zu er- 
kennen und richtig zu trennen, bedeutet fur die Anwendung 
der Methode auf farblose Substanzen ein erhebliches Hindernis, 
das sich allerdings auf verschiedenen Wegen erfolgreich urn- 
gehen lafit. Die primitivste Methode zur Trennung farbloser 
Substanzen, die man als Empir isches Verf ahren be- 
zeichnen kann, besteht darin, die Adsorptionssaule, nachdem 
durch genugend langes Nachwaschen mit Llisungsmittel 
,,entwickelt" ist, in viele diinne Schichten zu zerlegen und diese 
auf eine Fraktionierung hin zu untersuchen. Bei diesem 
Verfahren bedeutet es schon einen gewissen Erfolg, wenn sich 
feststellen lalit, wieweit die Saule durch adsorbierte Stoffe 
besetzt ist oder mit anderen Worten, wo die Grenze der untersten 
Zone liegt. Das gelingt, wie wir fanden, gelegentlich dadurch, 
da13 man nach dern Entwickeln die Gsung eines Farbstoffes 
durch die Saule laufen laat, der schwacher adsorbiert wird als 
die Komponenten des Gemisches, so da13 keine Verdriingung 
des Adsorbierten durch den Farbstoff zu befiirchten ist. Da, 
wo die Saule nicht mehr mit Ailsorbiertem beladen ist, setzt 
dann die Adsorption des Farbstoffes ein und 1aBt so das untere 
Ende des ,,unsichtbaren Chromatogramms" erkennen. 

Mehr no& als bei farbigen Verbindungen ist es bei farblosen 
erforderlich, mit Adsorptionsmitteln bekannter und konstanter 
Aktivitat unter genau festgelegten und reproduzierbaren Be- 
dingungen zu arbeiten. Nur dann ist es nach sorgfdtigen Vor- 
versuchen, bei denen man sich uber die Verteilung der Kom- 
ponenten in der Saule orientiert, moglich, mit Hilfe des 
empirischen Verfahrens zu brauchbaren Ergebnissen zu kommen. 
Statt die Saule zu zerlegen, empfiehlt es sich mitunter, bei 
farblosen Substanzen, ein ,,fliissiges Chromatogramm" (s. oben) 
durchzufiihren und die Fraktionen des Filtrates aufzuarbeiten. 

Verwendung von Indicatorfarbstoffen.  Handelt es 
sich um die Aufgabe, aus einem Gemisch nur einen Stoff zu 
isolieren, so kann man, worauf schon Tswett hingewiesen hat, 
versuchen, einen Farbstoff ausfindig zu xtiachen, der das 
gleiche Adsorptionsverhdtnis besitzt, wie die zu isolierende 
Substanz und sich nach der Adsorption leicht wieder entfernen 
1a8t. Ein solcher Farbstoff zeigt als Indicator die Zone an, 
die den gesuchten Stoff enthalt. Wir haben dieses Verfahren 
mit Erfolg bei der Isolierung des antirachitischeii Vitamins 
aus Fischleberolen angewandt46). 

Nicht immer wird sich ein solcher Farbstoff finden lassen; 
aber es bedeutet schon eine grol3e Erleichterung, wenn 
wenigstens ein Farbstoff von W c h e m  Adsorptionsverhalten 
zu ermitteln ist, denn man kann ihn als Indicator f i i r  die Ent- 
wicklung des Chromatogramms benutzen, die sich an der Breite 
der Farbzone und ihrer Entfernung vom oberen Rand der Saule 
abschatzen laljt. In Vorversuchen wird dann festgestellt, ob der 
gesuchte Stoff sich hi der Saule oberhalb oder unterhalb der 
Farbzone befindet und wieweit er von ihr entfernt ist. Halt 
man beim Hauptversuch die entsprechenden Versuchs- 
bedingungen ein, so 11Rt sich die Zone des gesuchten Stoffes 
recht gut auffinden. Da bei diesem Verfahren der gesuchte 
Stoff nicht mit dern Indicatorfarbstoff vermischt ist, braucht 
man auf dessen leichte Abtrermbarkeit keineri Wert zu legen. 

Manchmal kann auch eine farbige Beirnengung als Indi- 
catorfarbstoff dienen46). 

Markierung der  gesuchten Zone. Bei einer Reihe von 
Stoffen gelinxt es, ihre Zone in der S u l e  durch eine Farb- 
reaktionzu bezeichnen, und zwar derart, daO man die Saule 

' aus dern Adsorptionsrohr herausdriickt und mit einem Re- 2 Blattern haben Winte&ein u. Steins) beschrieben. 
eigneten Reageni einen Pinselstrich an der SBule entlang ziegt. 
So 18Rt sich bei der Adsorption von A-Vitamin-Konzentraten 
die A-Vitamin enthaltende Zone durch die Blaufgrbung er- 

so) R. Kuhn u. If. Brockmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 894 [19321. 
60)  H .  Thaler, 2. Unters. L e b e d t t e l  75, 130 [19381. 

"a) a. P. Km/,i,rumn, dime Ztschr. 65, 08 "401; Fette u. Seifen 48, 2G8 [1D3], 
47, 294 119401 mwio Engl. Pat. 853066 119401. 

9 G.-M. Schwab I,. I?. Joekms, dime Ztschr. 50, 546 119371; U.-M. Schwnb u. Q. D a t e .  

a') II. Moller u. W. Hanirnmk, ebenda 70, 193 [19391, n, 186 119361. 

'3 H .  Brocknmnsr, Hoppe-Seyler'6 2. physfol. oham. 841, 104 119361, Z45, SG 11937J; 
B. Broekmnn u. A .  Busse. ebeuda MS. 176 r19371. . _.~. ~ ebenda50,6~1[1937],51,7~[1938]; G.-df. Schroab u. A .  8. Ohorh,~blbsnrla5a,666[1989]; 

'4) Dime Ztachr. 58, 39 119401. 
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kennen, die auftritt, weun man die Saule mit einer Antiinon- 
trichloridlosung in Chloroform pinselt. (Andere Beispiele fur 
diese Methode in der Monographie voii Zecltitieistev u. 
v. Cholnoky, S. 57.) 

Uberfiihrung in  e ine gefarb te  Subs tanz .  Die 
bisher angefLihrten Methoden zur Trennung farbloser Stoffe 
erfordern sorgfaltige \Torversuche imd siiid dadurch zeit- 
raubend. Dieser Nachteil fallt weg, wenn man bei der Ver- 
wendung des Indicatorfarbstoffs noch einen Schritt weiter geht 
und ihn direkt mit den zu trennenden Stoffen verbindet, diese 
demnach in farbige Derivate iiberfiihrt. Damit wird also die 
Trennung farbloser Verbindungen a d  das eigetltliche Gebiet 
der Chromatographie verschohen. 

Diese Methode setzt voraus, daW sich die zu trennenden 
Stoffe mit guter Ausbeute in farbige Verbindungen iiber- 
fuhren lassen, daB diese sich in der Adsorptionssaule gut trennen 
und daW aus h e n  die farblosen Ausgangsstoffe leicht wieder- 
zugewinnen sind. Die erste und dritte Bedingung werden sich 
z. B. bei .%lkoholen und & h i n e n  durch Veresterung bzw. 
Acylierung init farbigen Sauren, bei Sauren durch Veresterung 
mit gefarbten Alkoholen in vielen Fallen erfidlen lassen. Was 
die zweite Bedingung, die gute Trennbarkeit der farbigen 
Derivate, angeht, so laWt sich daruber allgemein sagen, daB sie 
um so besser sein wird, je kleiner das Molekulargewicht und 
je geringer die Adsorption der farbigen Gruppe ist. Denn man 
mird erwarten durfen, da13 die Unterschiede im Adsorptions- 
verhalten zweier Stoffe nach Verkniipfung mit einer gefarbten 
L'erbindung (wegen der damit verbundenen Vergroaerung 
des Molekulargewichtes) kleiner werden, u. zw. um so mehr, 
je groller das Molekulargewicht und die Adsorption der farbigen 
Komponente ist. Fur die erst iin Anfang der Entwicklung 
befindliche, zweifellos sehr ausbaufahige Methode sollen zwei 
Beispiele angefiihrt werden. 

\Yie Sir.ct;ri") zeigen koiinte, lassen sich j5-Ionou und Cauipher 
sowie Geronsaure utid Lirulinsaure dadurch trennen, dd3 man sie 
zunachst iu die gefarbten 2.4-Dinitro-phenylhydrazone iiberfiihrt 
und diese aus Beuzin an Talkiim chromatographiert. Aus den 
getrennten Dinitro-phenylhpdrazonen lassen sich in saurer Losung 
durch Uinsetzen niit einer Dicarbonylverbindung (Glyoxal. Diacetyl) 
die freien Xusgangssubstanzen gewinnen. Ein meiteres Beispiel ist 
die von Reich4s) durchgefihrte Trennung VOII Glucose und Fructose. 
Die Zucker wurden mit Azobenzol-p-carbo1isaure48) verestert, die 
farbigen Ester chromatographisch getreunt und dann verseift. 

Es sei erwahnt, daW man farblose Stoffe durch Ver- 
kniipfung mit geeigneten Verbindungen auch in fluorescierende 
Stoffe uberfiihren und diese im Ultrachromatogram trennen 
kann. Da aber die Fluorescenz eines Stoffes bei Uberfiihrung 
in ein Derivat verscliwinden kann, ist diese Methode nicht so 
allgemein anwendbar wie die der Uberfiihrung in farbige 
Derivate. 

Zusammenhange zwischen Adsorption und Konstitution. 
Wie zu erwarten, sind Zusanmenhiinge zwischen Kon- 

stitution unp chromatographischer .4dsorption bisher nur bei 
Gruppen von chemisch sehr nahe verwandten Stoffen auf- 
gefunden worden. Da hieriiber in der Zusanunenfassung von 
Hessell) und in der Monographie von Zechineister u. 
v. Cholnokyla) ausfiihrlich herichtet ist, beschrainlren wir uns 
auf einige kurze Hinweise. 

In  den Carotinoiden baben wir dank den Arbeiten des 
letzten Jahrzehnts eine Gruppe Ton Naturfarbstoffen kennen- 
gelernt, deren zahlreiche Vertreter sich in einfacher Weise von 
wenigen als Stairmsubstanzen aufzufassenden Carotinoid- 
kohlenwasserstoffen ableiten. Es ist also nicht venvunderlich, 
wenn hier Zusamenhange zwischen Konstitution und 
Adsorption besonders deutlich zutage treten. Nebeii anderen 
KegelniaWigkeiten hat sich bei ihnen ergeben, daW die Adsorp- 
tion ufll so starker ist, die Zonen irn Chromatogranmi also uni 
so weiter nach oben Liegen, je groaer die Zahl der konjugierten 
Doppelbindungen mid die Zahl der Hydroxylgruppen ist. 
Eine dmliche Abhangigkeit von der Zahl der Doppelbindungen 
findet sich bei den von Wintersteing) untersuchten Diphenyl- 
polyenen sowie den polycyclischen aromatischen Kohlen- 
wasserstoffen. Je grol3er die Zahl der Doppelbindungen, desto 
starker ist auch hier i. allg. die Adsorption. 

Bei der Untersuchung einer Reihe von Azofarbstoffen 
fanden Ruggli u. JensenZ8), daW deren Adsorptionsaffinitat 
init der Zahl der Azogruppen zunimmt, und in der Gmppe 
der halogenierten Fluoresceine stellten sie fest, daB die Ad- 
sorption mit der Anzahl der Halogenatome und dem Atoni- 
gewicht groWer wird. lihnliche Zusamtnenhage werden sic11 
iweifellos auch bei anderen Verbindungsklassen finden lassen. 

Bei den angefiihrten Untersuchungen hat sich immer 
wieder die ungewohnliche Leistungsfiihigkeit der chromato- 
graphischen Methode darin gezeigt, dal3 schon bei sehr gering- 
ffigigen Unterschieden in der Konstitution eine Trennung 
inoglich ist. Das klassische Beispiel dafiir ist die Tremiung 
von a- und p-CarotinG), ein anderer typischer Fall die von 
Ti7interslein durchgefiihrte Trennung von anti-peri-Dibenz- 
coronen uiid Anthro-dianthron. 

Auch cis-trans-Isomere lassen sich, wie Winlevsteziz u. 
Slein50) zuerst ani cis-trans-Crocetin-methylester feststellten, 
trennen. Ebenso kann nach Zechmeister51) die beim Belichten ent- 
stehende cis-Form des Azobenzols durch Adsorption aus Benzol 
an Aluminiumoxyd von der trans-Form abgetrennt werden. 

Besonderes Interesse verdient die Frage, ob sich auch solche 
Verbindungen, die den groWten iiberhaupt moglichen iihnlich- 
keitsgrad besitzen, iiamlich optische Antipoden, durch Adsorp- 
tion an eineui optisch aktiven Adsorbens chromatographisch 
trennen lassen. Zwei Moglichkeiten sind hier gegeben. Entweder 
werden die beiden Antipoden ohne irgendeine Beteiligung ihres 
Asymmetriezentrums adsorbiert ; d a m  tritt kein optisches Aus- 
wahlen ein. Oder aber es bilden sich unter Mitwirkung des 
Asymnietriezentruuns diastereomere Adsorbate; d a m  wird eine 
Trennung der Antipoden zu erwarten sein. Beide Falle uurden 
beobachtet. So la& sich dl-m-p-Naphthol-azoinandelsaure aus 
Benzol an Lactose unter Trennung der Antipoden adsorbieren, 
wahrend bei der Adsorption an Calcium-d-tartrat, Quarz, 
Emulsin, Maltose, Glucose utid Saccharose keine Spaltung 
eintritts?). Eine partielle Zerlegung des Racemates in die 
optischen Isomeren wurde auch bei der Adsorption von 
p-Phenylen-bis-irnitio-Campker aus Beiizol-Benzin (1 : 8 )  an 
Milchzucker beobachtetS3). 

SchluRbemerkungen. 
Wenn man das bisher Erarbeitete iiberblickt und sich die 

Frage vorlegt, in welcher Richtung der weitere Aushau der 
Methode vorzunehmen ist, so eroffnen sich verschiedem 
Moglichkeiten. Yon grooer Bedeutung ware ein genaueres 
Studiuxn der theoretischen Grundlagen der Chromatographie, 
eine Arbeit, die WON mit der genauen Messung der Adsorptions- 
isothermen und ihrem Vergleich mit dem chromatographkchen 
Verhalten der gemessenen Substanzen zu beginnen hatte. Hier 
ware in praktischer Hinsicht von Interesse, zu untersuchen, 
wieweit die Adsorptionsisotherruen voneinander abweichen 
niiissen, damit noch eine ausreichende Trennung in1 Chromato- 
graxnni moglich ist. Bei farblosen Stoffen wiirde sich d a m  aus 
den Isothemen voraussagen lassen, ob eine Trennung in der 
Adsorptionssaule iiberhaupt erfolgen kann . 

Nicht weniger wichtig ist es, die beim Aluminiumoxycl 
eingefiihrte Staxidardisierung der Adsorptionsaktivitat m f  
weniger aktive Aluminiurnoxydpraparate a~szudehnen5~) und 
auch auf andere Adsorbentien zu ubertragen, und ferner in 
gewisser Analogie zu den pa-Indicatoren den Aufbau einer 
Farbstoffreihe durchzufihren, deren Adsorptionsaffinitat genau 
abgestuft ist. Diese Reihe Tviirde geeignete Indicatorfarhstoffe 
zur Trennung f arbloser Substanzen sowie Eichfarbstoffe zur 
Einstelluiig einer bestimmten und reproduzierbaren Aktivitat 
der Adsorbentien an die Hand geben. Vorarbeiten dazu haben 
wir bereits begonnen. Weiterhin wird sich die ob:n beschriebene 
Methode zur Trennung farhloser Stoffe nach oberfiihrung in 
farbige Derivate noch bedeutend weiter ausbauen lassen und 
ebenso wie die Tndicatorfarbstoffreihe dazu beitragen, den 
Anvendungsbereich der Tszoettschen Methode dort zu er- 
weitern, wo ihr die meisten Schwierigkeiten entgegenstelieii, 

5nanllich bei der Trennung nicht gefarbter Stoffe. 
Eingcg. 20. M a i  1940. [A. liZ.1 
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