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Historisches.

u Beginn dieses Jahrhunderts machte der russische Botaniker
Tswett bei der Untersuchung pflanzlicher Pigmente eine
Beobachtung von groBer Bedeutung. Als er einen mit Petrolither
hergestellten Blattextrakt durch ein mit Calciumcarbonat gefiilltes
Rohr filtrierte, bildeten sich it der Calciutncarbonatschicht farbige
Zonen aus, die sich beim Nachwaschen mit dem ILosungsmittel
deutlich treunten und langsam in bestimnmtem Abstand voneinander
durch die Sidule des Adsorptionsmittels wanderten. Trennte man
pach Entfernen des Lé‘)sungsmittels die farbigen Zonen mechanisch
voneinander und eluierte sie mit Methanol, so erhielt man die ein-
zelnen Farbstoffkomponenten des Pflanzenextraktes.

Diese Auftrennung berulit grob umrissen offenbar darauf, dal
durch die obersten Schichten der Adsorptionssdule zunidchst vor-
wiegend die Komnponente it der grofiten Affinitdt zum Adsorbens
aus der Losung herausadsorbiert wird. Dann erfolgt iiberwiegend
die Adsorption der Komponente mit der zweitgréfiten Adsorptions-
affinitdt, dann die mit der drittgroBten und so fort. Daneben findet
durch die dauernd nachflieBende Losung, besonders aber durch
das Nachwaschen mit reinein Lésungsmittel, eine Elution der ein-
zelnen Zonen und daran anschlielend eine erneute Adsorption in
den darunterliegenden Schichten der Saule statt. Die Zonen ent-
halten zundchst neben der als Hauptmenge vorhandenen Xom-
ponente des Gemisches fast immer noch mehr oder weniger grole
Mengen von anderen Stoffen geringerer Adsorptionsaffinitit. Diese
werden beim Nachwaschen zuerst eluiert, wodurch eine weitere
Fraktionierung eintritt. Beim Wandern der Zonen wihrend des
Nachwaschens findet eine dauernde Flution und Adsorption statt,
in deren Verlauf schlieBlich bei geniigend grofler Differenz in den
Adsorptionsaffinitdten eine vollige Trennung der Xomponenten
stattfindet. Tswett, der diese Zerlegung in der Sidule mit der spek-
tralen Zerlegung des ILichtes verglich und die Bedeutung seiner
Methode klar erkanute, bezeichnete sie als ,,chromatographische
Adsorption” oder kurz als , Chromatographie’’ und benutzte sie
lediglich fiir analytische Zwecke. Er veroffentlichte seine Ergebnisse
1906 in botanischen Zeitschriften!) und 1910 zusammenfassend in
einem nur in russischer Sprache erschienenen Buch iiber ,,Chromo-
plylle“?),

Die geniale Methode Tswetts blieb lange Zeit fast unbeachtet?);
vielleicht weil die betr. Arbeiten dem Chemiker schwer zuginglich
waren, vielleicht aber auch, weil Willstitter nachwies, dafl bei der
von Tswett studierten Adsorption des Chlorophylls an Calcjum-
carbonat eine Verdnderung des Farbstoffes eintritt, wodurch der
Wert der Methode zweifelhaft erscheinen konnte. Erst im Jahre
1931, nachdem inzwischen die Enzymarbeiten der Willstdtterschen
Schuile die groBe Ieistungsfihigkeit der Adsorption zur Trennung
empfindlicher Stoffe gezeigt hatten, wurde die Tswettsche Methode
in ihrer ganzem Bedeutung von R. Kuhn neu entdeckt. Arbeiten
auf dem Carotinoidgebiet, bei demen die klassischen Trennungs-
methoden nur sehr unvollkommene Ergebnisse lieferten, waren es,
die dringend ein besonders spezifisches und schonendes Trennungs-
verfahren erforderten und den Anlal gaben, sich derChromatographie
zu erinnern.

Nachdem sich die Methode imi Kuhnschen ILaboratorium bei
der Mikroanalyse von Carotinoiden bestens bewihrt hatte!), wurde
sie zum ersten Male praparativ von Kuhn, Winterstetn u. Lederert)
zur Auftrennung des Eidotterfarbstoffes und zur Reindarstellung
des Luteins aus Pflanzen, sowie von Kuhn u. Lederers) zur Zerlegung
des bis dahin fiir einheitlich gehaltenen Carotins in «- und p-Carotin
benutzt. Dafl auch die Trennung sehr dhnlicher Stoffe, die in sehr
ungleichem Mengenverhiltnis vorliegen, glatt gelingt, zeigte die
Euntdeckung des Y-Carotins?), dessen Menge in dem als Ausgangs-
material verwendeten Carotin etwa 0,19, betrug. Es ist ein gliick-
licher Umstand gewesen, dal die erste prédparative Anwendung
der T'swetischen Methode auf dem Gebiet der Carotinoide erfolgte,
auf dem jhre Leistungsfihigkeit besonders eindrucksvoll hervortrat,
dennt dadurch wurde die Anregung gegeben, die chromatographische

#) Der vorhergehend: Beitrag dieser Reihe ist erschiepen diese Ztechr. 53, 321 [194C].
3. Criegee, Oxydation mit Bleitetraacetat u. Perjodsdure.

1) Arb. Naturf. (fes. Warschau 14 [1003]; Ber. dtsch. bot. Ges. 24, 316, 381 [1906).

%y Die Oromophylie in der Pilanzen- und Tierwelt, Warschau 1910 (russ.). Hier ist bereits
die chromatographische Trennung von kiinstlichen Farbstoffen (Fettfarbstoffe, Sudan
IIT) beschrieben,

®) Von den vereinzelten Arbeiten, die sich in der Zeit awiechen 1906 und 1931 mit der
Tswettschen Methode beschaftigt haben, seien erwahnt die von Dheré u. Palmer (Literatur
bei Zechmeister 1. v. Cholnoky: Die chromatographische Adsorptionsmethode, Julius
Springer, Wien 1938, 2. Aufl.)

49 R. Ruhn u. H. Brockmann, Hoppe-Beyler’s Z. physiol. Chem, 208, 41 [1932]).

) Ebenda 197, 141 [1931].

%) Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1349 [19031].

7 R. Eukn u. H. Brockmann, ebenda 68, 407 [1933].

384

Adsorption auch bei anderen Stoffklassen zu erproben. Hier hat
sich besonders Winterstein verdient gemacht, der im Kuhnschen
Institut die alten Versuche Tsweits zur chromatographischen
Trennuug des Chlorophylls wieder aufgriff und zeigen konnte, dal
sich durch Adsorption an Puderzucker eine prdparative Treunung
von Chlorophyll a und b durchfiihren 145t%). Ferner wies er nach,
daB die Methode mit gutem Erfolg zur Trennung polycyclischer
aromatischer Kohlenwasserstoffe verwendet werden kann?). Line
weitere wichtige Anwendung der Chromatographie kurz nach ihrer
Wiederentdeckung war die voun Karrer u. Mitarb. durchgefiihrte'?)
Anreicherung des A-Vitamins aus Fischleberdlen, die so weit getrieben
wurde, daB} mit den besten Fraktionen die Konstitutionsermittlung
des Vitamins méglich war,

Die chromatographische Adsorption hat sich dann schnell
auf den verschiedensten Gebieten bewidhrt und stehit heute den
klassischen Trennungsmethoden der Chemie ebenbiirtig zur Seite.
Uber ihre Handhabung und ijhren Anwendungsbereich berichtet
eine Reihe von zusammenfassenden Darstellungen!'), von denen
die ausgezeichnete Monograplie von Zechmeister u. v. Cholnoky?)
besonders liervorgehoben werden mufl.

Wenn trotzdem an dieser Stelle nochmals ein Referat
gebracht wird, so geschieht es deswegen, weil der Anwendungs-
bereich der Methode noch sehr erweiterungsfihig 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
einigermaflen erschépfende Darstellung verzichtet werden
mubB, sollen nur die fiir die praktische Anwendung wichtigen
Punkte zusammengestellt und durch einige Erfahrungen er-
ganzt werden, die wir wihrend einer langjahrigen 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.

D1e Technik der chromatographischen
Adsorption.

Die chromatographische Adsorption besteht, wie eingangs
schon angedeutet, darin, die Lésung der zu trennenden Stoffe
durcheinelange,festgefiigte Schicht einesgeeigneten Adsorptions-
mittels zu filtrieren, die sich in einem Glasrohr, dem Adsorp-
tionsrohr befindet, und anschlieBend mit dem T.6sungsmittel
nachzuwaschen. Dabei kann die Filtration allein durch den
Druck der im Rohr befindlichen Fliissigkeitssjule oder aber
durch Uberdruck erfolgen. Die entstandenen Zonen werden
nach Entfernen des Losungsmittels voneinander getrennt und
mit einem geeigneten Losungsmittel eluiert.

Adsorptionsréohren. Als Adsorptionsrohren dienen im
einfachsten Fall Glasrohren geeigneter Linge und Weite, an
deren einem stark verjiingten Ende ein enges Ablanfrohr 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 Léange und 0,8 cm Dmr., fiir die meisten priapa-
rativen Arbeiten solche von 20—35 cm Linge bzw. 4—6 cm
Dmr. Im allg. ist es nicht zweckmifig, die Rohren seht viel
linger zu bemessen, da sonst das Herausheben der Zonen
Schwierigkeiten macht und bei feinkdrnigen Adsorptionsmitteln
die Durchlanfgeschwindigkeit zu gering wird. Um ein gleich-
miliges Filtrieren am Rand und im Inneren der Saule zu
erreichen, wurde von Winterstein vorgeschlagen, den unteren Teil
des Rohres an Stelle des Wattebausches mit einer Glassinter-
platte zu verschlieflen!?). Ein solches Rohr erhilt man leicht
durch Anschmelzen eines passenden Glasrohres an ein Jenaer

%) A. Winterstein u, G. Stein, Hoppe-Beyler’s Z, physiol. Ohem. 220, 263 [1934].

%) A. Winterstein u. K. Schon, ebenda 230, 139, 146 [1934); 4. Winlerstein, K. Schon 1.
H. Vetter, ebenda 230, 168 [1934]; A. Winterstein u. H. Veiter, ebenda 230, 169 (1934).

) P. Karrer, R, Mor{ u. K. Schipp, Helv, chim. Acta 14, 1036 [1931].

1) A, Winterstein in G. Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse, Bd. IV, 5. 1403, Julius Springer,
‘Wien 1033; . Hesse, diese Ztschr, 49, 315 [1936]; Chem. Techn. Untersuchungs-
methoden, Julius Springer, 1939, Erg. Bd 8.173; H. Vater, Physikal. Methoden d.
analyt. Ohem.la IIT. Teil, 8. 1, Akad Verlagsges., Leipzig 1.)3J Ferncr verschiedene
Zusammenfassungeu der nuslaud.\schen Literatur.

%) Die chromatographische Adsorptionsmethode, 2. Aufl. Julius Springer, Wien 1938.
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Glassinterfilter (G 1). Bei kleinen Roéhren ist die Glassinter-
platte meistens entbehrlich.

Statt die Zonen des Chromatogrammes mit einem langen
Spatel herauszuschaben, kann man auch die Siule nach
Absaugen des Losungsmittels vom unteren Ende her aus der
Rohre herausdriicken und dann zerlegen. Dieses Verfahren
ist nur bei kleinen bis mittelgroBen Adsorptionssidulen glatt
durchfiihrbar und eignet sich am besten fiir feinkérnige Ad-
sorbentien. Man braucht dafiir Adsorptionsr&hren, die am
unteren Ende nicht verengt sind. Sie lassen sich so herstellen,
daf3 man das eine Ende eines Glasrohres nach D#Aéyé mit einem
feindurchlécherten Kork oder nach Winterstein®®) mit einem
Wattebausch und einer feinmaschigen Drahtnetzkappe ver-
schlieft und dieses Rohrende mittels Gummistopfen in einen
Glasvorstofl einsetzt. Bei der Anordnung nach Winterstein
steht dabei die Drahtnetzkappe des Rohres auf einem in den
Vorsto8 eingelegten grobinaschigen Drahtnetz. Eine Ab-
dnderung dieses Rohres ist von Zechmeister’?) angegeben
(Abb. 1). In das Rohr wird bis zur Verengung eine Porzellan-
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u. Becker.

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 Siule verhindert.

Fiir die Adsorption sehr kleiner Mengen verwendeten
Schopf u. Becker'®) ein Mikrorohr (Abb. 2), dessen Capillarteil
einen Durchmesser von 1 mm hat und zur Aufnahme des
Adsorptionsmittels dient, wihrend der obere Teil (4—5 mm
lichte Weite) das Losungsmittel aufnimmt. Das untere etwas
erweiterte Ende der Capillare wird mit einem Wattebausch
verschlossen und die plangeschliffene FufBplatte in einem
Vorstofl auf eine Siebplatte gestellt. Als Vorstof} eignet sich
gt eine kleine Jenaer Glasfritte.

Handelt es sich um die Adsorption grofler Mengen, so
kann man Adsorptionsréhren mit Wattebausch oder Sieb-
platte bis zu einer Lange von etwa 40 cm (Dmr. 8—10 cm)
verwenden. Reichen diese nicht aus, so empfiehlt sich die
Verwendung einer von Winferstein u. Schonl®) 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-Filterplatte'®) aufgesetzt wird, die ihrerseits mit
Gummidichtung auf dem Metalltrichter M ruht. Mit Hilfe
des Ringes R und der Schrauben S wird der Zylinder zusammen
mit der Porolithplatte auf den Trichter anfgeschraubt. Der
Apparat ruht auf einem Dreifu'?).

13) Statt dessen kann auch eine Porzellapsiebplatte in das Rohr gebracht werden, die mit
Watte bedeckt wird.

1) Liebigs Ann. Ohem. 524, 124 [1936].

15) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 230, 144 [1934]. 1) Filterwerk MeiBen,

17) Die Apparatur sowie eine sehr dhnlich gebaute von etwas kleineren AusmaBen sind zu
beziehen durch die Firma L. Hormuth, Inh, Vetter, in Heidelberg..
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Nicht immer ist es giinstig, fiir grofe Mengen grofle Ad-
sorptionsréhren zu verwenden. Bei der Isolierung des anti-
rachitischen Vitamins aus Lebertran%) fanden wir es vorteil-
hafter, statt in einem groBen Rohr, in mehreren Réhren von
25 cm Lénge und 5 cm Dmr. gleichzeitig zu adsorbieren.

Gelingt es nicht, fiir eine Substanz ein Idsungsmittel zu
finden, in dem sie sich bei Zimmertemperatur geniigend 16st,
so kann man in manchen Fillen zum Ziel kommen, wenn man
aus einem hochsiedenden Ldsungsmittel bei héherer Tempe-
ratur adsorbiert. Die Heizung des Adsorptionsrohres erfolgt
am einfachsten durch einen glisernen Heizmantel, der von
den Dampfen einer Fliissigkeit mit geeignetem Siedepunkt
durchstromt wird.

Um das NachgieBen von Losung und Lésungsmittel zu
vereinfachen, ist es bei gréferen Fliissigkeitsmengen zweck-
mafig, als Vorratsgefall einen groflen Tropftrichter mit Hahn
und langem Ablaufrohr mittels dicht schlieflendem Stopfen auf
das Adsorptionsrohr zu setzen. Fiir gréflere Mengen haben
sich in unserem Institut Trichter bewahrt, die sich aus 5- oder
10-1-Rundkolben durch Anschmelzen eines Glashahnes am
Boden des Kolbens leicht herstellen lassen. Man kann
dann das Adsorptionsrohr lingere Zeit unbeaufsichtigt
lassen und erreicht durch die groBere Fliissigkeitssdule
eine erhhte Durchlaufgeschwindigkeit. Dafl man bei luft-
empfindlichen Substanzen durch das Vorratsgefas, iiber die
Fliissigkeit im Adsorptionsrohr sowie durch die Vorlage ein
indifferentes Gas leitet, braucht nicht besonders hervor-
gehoben zu werden.

Will man aus irgendeinem Grunde das Durchstrémen
der Saule unterbrechen, so verschlieBt man das Ablauf-
rohr mit einem Korken oder durch einen am Ablaufrohr
angebrachten Hahn und laBt die Saule mit Fliissigkeit be-
deckt stehen. Eine lingere Unterbrechung ist micht rat-
sam, weil die Zonen durch Diffusionsprozesse innerhalb
der Siule an Schirfe verlieren.

Die Adsorptionsmittel. Als Adsorptionsmittel ist
jede fein gepulverte Substanz verwendbar, die fiir die zu
{ tremnenden Stoffe ein geeignetes Adsorptionsverinégen be-
sitzt, sich in dem verwendeten Losungsmittel nicht 16st,
das FErkennen farbiger Zonen mnicht durch ihre Eigenfarbe
unmoglich macht und die adsorbierten Stoffe nicht ver-
andert. Die Korngrofle des Adsorptionsmittels ist maf}-
gebend fiir die Durchlaufgeschwindigkeit; sie schwankt
bei den gebriuchlichen Adsorbentien nach Zechmeister'?)
zwischen 1,2 (Calcium carbonicum laevissimum) und 10 ¢
(wasserhaltiger Gips). Von grobkérnigen Adsorptionsmitteln
lassen sich langere Saulen verwenden als von feinkérnigen,
bei denen zu lange Schichten die Durchlaufzeit ungebiihr-
lich verlingern koénnen,

Als geeignetes Adsorptionsvermogen ist ein solches an-
zuselien, bei dem eine gute Ausbildung der Zonen auftritt.
Ist das Adsorptionsvermégen zu gering, so wandern die Stoffe
ohne Zonenbildung durch die Siule hindurch, ist es zu gro§,
so bleiben sie in einer schmalen Zone im obersten Teil der
Saule hangen und lassen sich nicht zu einzelnen Zonen aus-
einanderwaschen. Man hat es in der Hand, die Starke der
Adsorption durch geeignete Wah!l des Adsorptionsmittels so-
wie auch des Losungsmittels so zu bemessen, da} eine opti-
male Trennung erreicht wird.

VerhaltnismiBig selten sind die Fille, in denen die ad-
sorbierte Substanz am Adsorbens irreversible Veranderungen
erleidet. So wird Carotin bei der Adsorption an Fullererde
zerstort!s), bei der Adsorption an Aluminiumoxyd, wie sich
erst in jiingster Zeit herausgestellt hat!9), zum Teil isomerisiert.
Chlorophyll wird an Calciumcarbonat verandert, nicht dagegen
bei der Adsorption an Puderzucker.

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

18y R. Kuhn u. H. Brockmann, Hoppe-Seyler’s Z. physiol, Qhem. 200, 255 [1931].

1) A, E. Gillam u. M. 8. El Ridi, Biochemical J. 30, 1735 [1936].

) E. Weitzu. F. Schmidt, Ber. dtgch. chem, Ges. 72, 1740 [1939], 72, 2009 [1939); E. Weilz,
F. Schmidt u, J. Singer, Z. Elektrochem, angew. physik. Ohem. 48, 222 [1940].
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schen Halogeniden, wie z. B. Aluminiwiuchlorid. Beim Eluieren der
Adsorbate mit Losungsmitteln von ausgeprigter Dipolnatur werden
die farblosen Ausgangsverbindungen zuriickerhalten, es findet also
keine irreversible Verdnderung statt. DaB bei empfindlichen Stoffen
eine solche Polarisation die Vorstufe zu weiteren irreversiblen Ver-
dnderungen sein kann, ist ohne weiteres verstdndlich. Nach unseren
Erfahrungen ist beim: Auftreten dieser Polarisationserscheinungen
{z. B. bei Naphthazarin- und Anthrachinonfarbstoffen) eine chromato-
graphische Trennung schwer oder unmdglich; man mufl dann nach
Adsorbentien suchen, bei denen Polarisation ausbleibt2!).

Im folgenden ist eine Reihe von Adsorptionsmitteln
angefiihrt, die sich bei der chromatographischen Adsorption
bewidhrt haben. Sie adsorbieren aus wasserfreien Losungs-
mitteln umso besser, je schirfer sie getrocknet sind. Bei un-
gleicher Korngrofle ist es empfehlenswert, sie vor Gebrauch
durchzusieben.

Aluminiumoxyd ist von allen Adsorptionsmitteln bisher am
meisten gebraucht worden. Die Korngrol3e des kduflichen Priaparates
(E. Merck) erlaubt eine sehr gleichmaBige Fiillung des Adsorptions-
rohres und eine Filtriergeschwindigkeit, die auch ohne Verwendung
von Uberdruck ausreichend ist. Das Adsorptionsvermégen weist
erhebliche Schwankungen auf. Von der Firma Merck, Darmstadt,
wird daher ein sehr aktives Aluminiumoxyd mit bekanntem durch
Testmethoden standardisierten Adsorptionsvermégen??) in den
Handel gebracht. Es eignet sich besonders zur Trennung vou
Carotinoidkohlenwasserstoffen und von polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen. Ist das standardisierte Priaparat fiir bestimmite
Zwecke zu stark, so kann man es durch Stehenlassen an der Luft
oder schneller durch Schiitteln in offenen Gefiflen bis zur ge-
wiinschten Stirke entaktivieren. Es eignet sich, wie schon erwihnt,
nicht zur chromatographischen Trennung von Naphthazarin- und
Anthrachinonfarbstoffen, da es mit ihnen tiefgefdrbte Adsorbate
(Farblacke) hildet, in denen der Farbstoff recht fest gebunden ist.

Bleicherden (Aluminiumsilicate), wie sie in der (lindustrie
zum Reinigen gebraucht werden, eignen sich fiir nanche Trennungen.
Sie sind unter verschiedenen Namen im Handel (Frankonit KL,
Floridin u. a.). Da manche mit Salzsidure vorbehandelt sind, kénnen
sie ziemlich stark sauer reagieren, worauf bei sdureempfindlichen
Stoffen zu achten ist. Ihr Adsorptionsvermégen ist sehr gut; sie
eignen sich besonders zur Adsorption aus wiBrigen ILosungen??).

Calciumcarbonat wurde schion von Tswett zur Trennung der
in Blattextrakten vorhandenen Farbstoffe benutzt. Sein Adsorp-
tionsvermogen ist geringer als das des Aluminiumoxyds. Es leistet
auf dem Gebiet der Carotinoide zur Trennung der Xanthophylle
wertvolle Dienste und kann u. a. auch zur Trennung von Naphtha-
zarinfarbstoffen verwendet werden??).

Calciumhydroxyd. Der kidufliche geloschte Kalk ist mach
Karrer?) ein brauchbares Adsorptionsmittel zur Trennung der
isomeren Carotine, das sich durch grofle Billigkeit auszeichnet. Fiir
wilrige Losungen und alkaliempfindliche Substanzen ist es natiirlich
unbrauchbar.

Calciumoxalat ist von uns mit gutem Erfolg zur Trennung
von Naphthazarin- und Anthrachinonfarbstoffen verwendet worden?26)
und diirfte sich auch sonst bewdhren. Durch Behandeln des kiuf-
lichen Calciumoxalats mit Oxalsdure und anschliefende Trocknung
148t sich das Oxalat mit Oxalsdure , beladen’” und dadurch fiir
manche Zwecke aktiver machen.

Calciumsulfat. Karrer??) hat das wasserhaltige Sulfat zur
Trennung von Anthocyangemischen in wifirigem Medium benutzt.
Nach unseren Erfahrungen ist der Lkaufliche Gips fiir Adsorption
aus wasserfreien I.Osungsmitteln in vielen Fillen ein ausgezeichnetes
Adsorbens.

Kaolin hat sich wiederholt bewihrt.

Kieselgur eignet sich gut zur Adsorption vou Naphthazarin-
farbstoffen. Mit seiner Hilfe gelang die Abtrennung von Alkannan
aus Alkannin®), deren Mengenverhiltnis etwa 1:2000 betrug.

Magnesiumoxyd ist verschiedentlich als Adsorptionsmittel
empfohlen worden.

Puderzucker ist ein mildes, billiges Adsorbens fiir wasserfreie
Iosungsmittel, das vor dem Gebrauch getrocknet und gesiebt
werden mufl. Es wurde, wie schon erwdhnt, von Wintersiein u.
Stein®) zur Trennung von Chlorophyll a und b benutzt.

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

1) So lassen sich Naphthazarinfarbstoffe, die an Kieselsiiure z. T. polarisiert werden, an
mit Salzsdure vorbehandelter Kieselsiure gut chromatographisch trennen, H. Brock-
mann u. K. Miiller, Liebigs Ann, Chem. 540, 51 [1939].

22y Alumininmoxyd zur Adsorption nach Brockmann.

) W. Koschara, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 239, 89 [1936], 240, 127 [1936]; vgl.
auch C. Schopf u. E. Becker, Liebigs Ann. Chem. 524, 49 [1936].

) H. Brockmann, ebenda 521, 1 [1936).

2%y P. Karrer u, 0, Walker, Helv. chim. Acta 18, 641 [1933).

) H. Brockmann u, K, Miiller, Liebige Ann. Ohem. 540, 51 [1030].

) P. Karrer u. H. M. Weber, Helv. chim. Acta 18, 1025 [1936).
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Stiarke ist schon von Tsweti zu chromatographischen Tren-
nungen angewandt worden. Ihr Adsorptionsvermdgen ist gering.

Talkum ist brauchbar, hat aber den Nachteil, dafl die Filtra-
tionsgeschwindigkeit gering ist.

Wenn ein Adsorptionsmittel sehr feinkornig ist, 1aBt sich
die Filtrationsgeschwindigkeit durch Beimischung eines grob-
koérnigeren Stoffes, dessen Adsorptionsvermégen moglichst
klein sein soll, erhdhemn. .

Statt nacheinander an zwei verschiedenen Stoffen zu
adsorbieren, kann man diese auch in zwei getrennten Schichten
so in ein Adsorptionsrohr filllen, daf sich der mit der geringeren
Adsorptionskraft oben itn Rohr befindet, einVerfahren, das sich
fiir Demonstrationszwecke besser eignet als fiir priparative
Arbeiten. So lafit sich die chromatographische Auftrennung
eines Blattextraktes sehr schén derart zeigen, dal man ihn
durch ein Rohr filtriert, das als untere Schicht Aluminium-
oxyd, als mittlere Calciumcarbonat und als obere Puderzucker
enthalt. Am Puderzucker werden dann Chlorophyll a und b
adsorbiert, in der Calcinmcarbonatschicht die Xanthophylle
und am Aluminiumoxyd die Carotine.

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

Benzin. Man verwendet vorteilhaft die zwischen 70° und 80°
siedende Fraktion oder ,,Normalbenzin (Kahlbaum). Es hat sich
als indifferentes Lgsungsmittel besonders auf dem Carotinoidgebiet
und bei der Isolierung von Vitainin A und D bewahrt. Bei manchen
Handelssorten ist es notwendig, durch fraktionierte Destillation
héher siedende Anteile, die namentlich beim Arbeiten mit grofBeren
Mengen ILo6sungsmittel stérend wirken, zu entfernen.

Benzol. Aus Benzol werden die meisten Stoffe nicht so gut
adsorbiert wie aus Benzin. Dagegen hat es den Vorteil, daB die
Loslichkeit in ihm durchweg grofler ist als in Benzin. Sehr hiufig
werden Benzol-Benzin-Gemische verwendet. Das ist immer dann
nétig, wenn die Substanz in Benzin zu wenig 16slich ist oder daraus
zu stark adsorbiert wird, aus Benzol allein aber die Adsorption un-
geniigend ist. Durch Vorversuche wird dann ein geeignetes
Mischungsverhéltnis der beiden Ldsungsmittel ausfindig gemacht.

Schwefelkohlenstoff ist in manchen Fillen wegen seines guten
Losungsvermdgens brauchbar. Fiir empfindliche Substanzen, wie
manche Carotinoide, ist er ebenso wie Chloroform oder andere
halogenhaltige Losungsmittel ungeeignet.

Ather, Essigester sowie Pyridin sind gelegentlich mit gutem
Erfolg verwendet worden. Bei Substanzen, die so stark adsorbiert
werden, dall eine Auftrennung der Zomnen nicht stattfindet, 148t
sich durch Zugabe kleiner Mengen Alkohol die Adsorption stark
herabsetzen und so eine chromatographische Trennung ermdoglichen.

Wasser. Die chromatographische Adsorption aus wilrigen
Losungen ist erst in wenigen Fillen verwendet worden. So, wie
schon erwdhnt, von Karrer?”) zur Trennung von Anthocyanen, von
Koschara®) zur Trennung von Harnfarbstoffen, von Schopf®) bei
der Untersuchung von Pterinen und von Ruggli u. Jensen?) zur
Chromatographie von Teerfarbstoffen.

Adsorption und FElution sind hier oft sehr weitgehend vom
pu abhingig. Man kann schon jetzt sagen, daBl das Haupt-
anwendungsgebiet der chromatographischen Methode die
Adsorption aus wasserfreien Ldsungsmitteln bleiben wird.

Vorversuche. Wenn es sich darum handelt, kompli-
ziertere Gemische zu trennen, so ist stets zu beriicksichtigen,
daBl bei aller Leistungsfihigkeit der Chromatographie ihre
Anwendung allein nicht immer ausreichend ist und oft erst
die Kombination mit anderen Trennungsmethoden zum Ziel
fithrt. Wo immer méglich, soll der chromatographischen
Adsorption in diesen Fallen eine Vorreinigung durch Ver-
teilung zwischen verschiedenen Lésungsmitteln?®), fraktionierte
Fallung oder andere Methoden vorangehen. Manchmal ist es
zweckmaBig, durch Filtration durch die Saule eines geeigneten
Adsorbens eine ,,Voradsorption“ durchzufithren?®), bei der
man zunichst einmal die gut adsorbierbaren Anteile (in der
Saule) von den weniger gut adsorbierbaren (im Filtrat) trennt.

Um festzustellen, wieweit sich ein Gemisch trennen 1aBt
und welches Adsorbens und Lésungsmittel dabei zn verwenden

%) Helv. chim. Acta 18, 624 [1035], 19, 64 [1936].
%) H. Brockmann, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 241, 104 [1936).
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ist, werden Vorversuche in kleinen Adsorptionsréhren durch-
gefithrt. Dabei empfiehlt es sich, mit Lésungen bekannter
Konzentration zu arbeiten und die Menge des Adsorptions-
mittels sowie das Volumen der Losung und der Waschfliissigkeit
abzumessen. Man gewinnt so einen Anhaltspunkt fiir die beim
Hauptversuch anzuwendenden Mengen. Bei feinkdrnigen
Adsorptionsmitteln ist darauf zu achten, dafl die Saule beim
Hauptversuch annihernd das gleiche Verhialtnis von Linge
und Querschnitt aufweist wie beim Vorversuch. Es ist lastig,
wenn man feststellen mufB, dafl die Filtrationsgeschwindigkeit,
die beim Vorversuch in kurzer breiter Saule ausreichend war,
im Hauptversuch in einer diinnen langen Adsorptionsréhre
unertriglich langsam ist. Zu beachten ist ferner, dafl der
Durchmesser der Saule im Verhaltnis zur Menge der zu ad-
sorbierenden Substanz nicht zu grofl gewahlt wird, weil sich
sonst sehr schmale dicht beieinander liegende Zonen ausbilden,
die nicht sauber zu trennen sind. Die Menge des Adsorptions-
mittels richitet sich selbstverstandlich nach dessen Adsorptions-
vermégen und nach der Menge der zu adsorbierenden Substanz.
Die Konzentration der Lésungen muf} unter allen Umstédnden
so gewahit werden, dafl ein Auskristallisieren geléster Sub-
stanzen in der Siule unterbleibt. Die GrdBe der Saule wird
i. allg. so bemessen, dal nach Entwickeln des Chromato-
grammes héchstens die unterste Zone mit ins Filtrat gelangt ist.

Fiillung des Adsorptionsrohres. Vorbedingung fiir
die gute Ausbildung der Zonen und daimit fiir das Gelingen der
Trennung ist eine gleichmaflige Fiillung des Rohres mit dem
Adsorptionsmittel. Man geht so vor, dafl man jeweils eine
kleine Menge davon einfiillt und sie zu einer gleichmaBigen
Schicht zusammenstampft. Fir kleine Roéhren dient dazu
ein Glasstab, dessen eines Ende zu einer kleinen Platte aus-
gedriickt ist oder ein passender Kork, der in einem Glasrohr
steckt. Fiir groBlere Rohre kann man nach Zechmeisters Vor-
schlag!?) 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 2/, seiner
Lange mit Adsorbens gefiillt ist, wird die Oberfliche der Saule
mit einem Rundfilter oder einer diinnen Watteschicht bedeckt,
um beim AwnfgieBen der Losung ein Aufwirbeln des Adsorp-
tionsmittels zu verhindern. Ist dieses sehr feinkérnig, so daB3
Durchsaugen der Losung erforderlich ist, so setzt man vor
dem AufgieBen der Losung das Rohr auf die Saugflasche, stopft
bei laufender Pumpe die Siule nochmals fest und giefit dann
die Losung auf. Bei richtigem Arbeiten muBl jetzt die Losung
gleichmafig in die Siule eindringen. Wihrend der ganzen
Adsorption ist daranf zu achten, daBl die Saule stets mit
Fliissigkeit bedeckt ist. Beim Trockensaugen entstehen leicht
durch Schrumpfung Risse und Kanile im Adsorbens, die eine
gute Ausbildung der Zonen unméglich machen. AuBerdem
konnen empfindliche Stoffe beim Durchsaugen von Luft ver-
andert werden. Manchinal ist es zweckmiflig, vor dem Auf-
giefen der Losung das Losungsmittel durch die Saule zu
saugen, mn diese damit anzufeuchten.

Die gleichméfige Fiillung eines Rohres ist um so schwieriger,
je groBer es ist. Bei groflen Rohren ist es empfehlenswert,
die Filllung durch Einschlimmen vorzunehmen3®®). Man giefit
eine dicke Aufschlimmung des Adsorptionsmittels (in dem-
selben Losungsmittel, das 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
nichste Portion ein.

Von der Teilchengrofie des Adsorbens sowie von der Liange
der Saule hiangt es ab, ob man die Fliissigkeit mit oder ohne
Hilfe der Wasserstrahlpumpe durch die Saule filtriert. Lang-
sanles Durchstrémen begiinstigt die Ausbildung der Zonen,
schnelles Filtrieren ist zu vermeiden. Bei niedrig siedenden
Losungsmitteln und groflem Widerstand der Saule kann beim
Durchsaugen ein unerwiinschtes Verdampfen des Losungs-
mittels im Ablaufrohr und im unteren Teil der Siule eintreten.
Dann ist es geraten, das Filtrieren ohne Vakuum unter Ver-
wendung eines Uberdruckes, der mit Wasserstrahlgeblise
oder Olpumpe erzengt wird, durchzufiihren.

30) 4. Winterstein u, ¢. Stein, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 220, 273 [1933]; D. €.
Castle, A. E. Gillam,I. M, Heilbron u. H. W. Thompson, Biochemical J. 28, 1702 [1934].
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Entwickeln des Chromatogrammes. Hat die gesamte
Losung die Saule passiert, wobei sich schon Zonen ausbilden
konnen, so wird durch Nachwaschen mit dem L&sungsmittel
die optimale Trennung der Zonen herbeigefiihrt, das Chromato-
gramm wird ,,entwickelt’’. Diese Entwicklung gelingt nur un-
vollstindig, wenn die zu trennenden Stoffe zu fest adsorbiert
werden. In diesem Fall 146t sich oft durch Nachwaschen mit
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 einzelnen
Zonen durch leere Schichten des Adsorptionsmittels von-
einander getrennt. Oft grenzen die Zonen aber auch unmittel-
bar aneinander oder gehen in einer ,,Zwischenzone'’ ineinander
itber, 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, gleichmaBig aussehende Zone, in deren
oberem und unterem Teil bestimmte Komponenten des Ge-
misches angereichert sein kéumnen.

Elution. Um die einzelnen Zonen zur Elution aus der
Saule abtrennen zu konnen, mufl das Losungsmittel so weit
abgesaugt werden, daB die Siule eine kompakte, indglichst
wenig zerbréckelnde Masse bildet. Ob man die Siule aus dem
Rohr herausdriickt und dann zerlegt oder die Aufteilung im
Rohr vornimmt, hingt von der Gréfe und Konsistenz der
Saule ab. Wir bevorzugen auch bei kleinen Réhren das Her-
ausschaben der Zonen mit einem Spatel. Vor dem Zerlegen
der Saule stellt man sich fiir jede Zone ein Gefafl mit Elutions-
fliissigkeit bereit, in das die betreffende Schicht sofort iiber-
fithrt wird. Das Zerlegen der Saule soll méglichst schnell vor
sich gehen, damit etwaige Oxydation der adsorbierten Substanz
verhindert wird.

Als Elutionsfliissigkeit dient meistens das jeweils benutzte
Losungsmittel, dem eine geringe Menge (0,5-—29%,) Methanol
oder Athanol zugesetzt wird. Die Tatsache, dafl schon geringe
Alkoholmengen die Adsorption stark herabsetzen oder ganz
verhindern, wurde bereits von Tswet! beobachtet. Sie beruht
offenbar darauf, dafl der Alkohol vom Adsorbens sehr stark
adsorbiert wird und daher die adsorbierten Stoffe von der
Oberflache verdringt. Wird durch alkoholhaltiges L&sungs-
mittel das Adsorbierte nicht vollig abgelsst, so wird mit Alkohol
allein elniert. Ist auch damit keine Elution zu erreichen, so
versucht man mit Pyridin zum Ziel zu kommen, dem, wenn
es sich um saure Substanzen an einem basischen Adsorbens
handelt, Essigsiure oder hei der Adsorption basischer Ver-
bindungen an sauren Adsorptionsmitteln Alkali oder Piperidin
zugesetzt wird. Hat man auch damit keinen Erfolg, so besteht
noch die Moglichkeit, an Stelle der adsorbierten Substanz
das Adsorbens aufzulGsen, was natiirlich nur bei einigen (z. B.
Puderzucker, Calcinmcarbonat, Calciumoxalat, Magnesium-
oxyd) durchfithrbar ist. Eine derartig schwere FEluierbarkeit
darf allerdings héchstens bei einer Komponente vorkommen,
sonst ist eine voéllige Trennung des Gemisches im Chromato-
gramm nicht méglich.

Die elujerten Fraktionen miissen gegebenenfalls nach
Verdampfen des Lésungsmittels und Wiederauflésen in dem
gleichen oder einem anderen Losungsmittel einer erneuten
Adsorption unterworfen werden. Will man aus dem gleichen
Losungsmittel weiter adsorbieren, so entfernt man den Alkohol,
statt zu verdampfen am einfachsten durch griindliches Durch-
schiitteln des Fluates mit Wasser.

Fraktionierte Elution. In manchen Fillen bilden sich
auch bei lingerem Nachwaschen keine Zonen aus. Statt nun
die Schichten der Saule auf eine etwaige Fraktionierung hin
zu untersuchen, kann man auch mit geeigneten Losungsmitteln,
am besten Gemischen, deren FElutionsvermégen durch wech-
selnde Zusainmensetzung variierbar ist, fraktioniert aus der
Siule eluieren. Dabei mufl man das Filtrat in kleinen Por-
tionen auffangen und mit Hilfe geeigneter Reaktionen oder
auch spektroskopisch®!) auf den Gehalt der abzutrennenden
Substanzen untersuchen. Ist nichts mehr eluierbar, dann
andert man die Zusammensetzung der Waschfliissigkeit so,
dafl ein weiterer Anteil dés Adsorbierten eluiert wird. Man
hat diese Art der Fraktionierung auch als ,,Fliissiges Chromato-
gramm* bezeichnet. Mit dieser Methode konnten Windaus u.

31y g. Brockmann u. K. Miiller, Liebigs Ann. Chem. 540, 51 [1939].
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Mitarb.3?) das Provitamin des antirachitischen Vitamins D,
und D, aus Cholesterin in reiner Form abtrennen.

Ultrachromatogramm. Wie von Winterstein®), sowie
von Iarrer’¥) gezeigt wurde, 1463t 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
wichtige Erweiterung erfahren. Von Karrer ist diese Modi-
fikation der Methode als ,,Ultrachromatographie’ bezeichnet
worden. Zur Aufnahme des Adsorptionsmittels sind naturgemas

Rohre aus Quarz oder Uviolglas besonders geeignet. Meistens-

kommt man aber mit solchen aus gewéhnlichem Glas voll-
kommen aus. Als Lichtquelle dient eine Analysenquarzlampe
(Heraeus), bei der durch Dunkeluviolglas der langwellige Spek-
tralbereich etwa von 360 my ab wegfiltriert wird. Die Arbeits-
weise der Ultrachromatographie ist der bei farbigen Stoffen
angewandten durchaus analog. Zu beachten ist allerdings,
da die Fluorescenz mancher Stoffe schon durcl sehr gering-
fiigige Beimengungen ausgeloscht werden kann. So fand
Winterstein, dall die Fluorescenz des Anthracens bereits durch
einen Gehalt von /;4040% Naphthacen vollkonunen zum Ver-
schwinden gebracht wird.

Die Ultrachromatographie eignet sich nach Winterstein®)
gut zur Trennung polycyclischer aromatischer Kohlenwasser-
stoffe und ist auf diesem Gebiet zweifellos noch ausbaufahig.
Ferner kann sie nach unseren eigenen Erfahrungen mit Vorteil
benutzt werden, um bei Konstitutionsermittlungen die Re-
aktionsprodukte der Zinkstaubdestillation®) oder der Selen-
dehydrierung zu trennen und dadurch zu kristallisierenden
Fraktionen zu kommen. Bei der Anwendung auf willrige
Losungen, fiir welche die von Koschara®') durchgefithrte Iso-
lierung von Uropterin aus Harn ein schénes Beispiel gibt,
mull beriicksichtigt werden, daB die Fluorescenz weitgehend
vom pr der Losung abhingen kann.

Die Anwendung der chromatographischen
Adsorption.

Das Hauptanwendungsgebiet der chromatographischen
Adsorption ist die Trennung gefiarbter oder fluorescierender
Stoffe, von denen die in organischen Lsungsmitteln 15slichen
i. allg. geeigneter sind als die nur wasserldslichen. Der An-
wendungsbereich der Methode erreicht seine Grenze in den
Fallen, in denen entweder die adsorbierten Stoffe irreversible
Verinderungen erleiden, oder vom Adsorptionsmittel so fest
gebunden werden, daB3 eine Elution nicht méglich ist, oder aber
in ihrem Adsorptionsverhalten so dhnlich sind, daB eine Tren-
nung ausbleibt. Praktisch bedeuten diese drei Grenzfille kaum
eine Beschrankung der Methode, weil sie verhiltnismafig selten
und auch dann fastimmer nur bei einigen Adsorbentien auftreten.

Die Anwendungsméglichkeiten kann man, je nachdem,
ob man die Chromatographie fiir priparative oder fiir ana-
lytische Zwecke verwendet, in zwei Gruppen einteilen, aus
denen im folgenden Beispiele angefiihrt werden.

Priparative Anwendung.

Bei der priparativen Anwendung handelt es sich oft
darum, aus einem Gemisch mehrere oder auch samtliche
Komponenten in reinem Zustand zu isolieren. Meistens ist
dann die Zahl der Komponenten nicht groB. Der einfachste
TFall ist gegeben, wenn zwei Stoffe vorliegen, von denen der
eine vollstandig in der Saule adsorbiert wird und der andere
beim Nachwaschen ohne weiteres ins Filtrat iibergeht. Als
Beispiel sei die Zerlegung von Pikraten (besonders solcher
von Kohlenwasserstoffen) angefiihrt, die sich in vielen Fallen
sehr einfach so durchfiithren 1a8t, dal 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
Trenmingsmethoden iiberlegene Leistungsfahigkeit 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
£-Carotin und y-Carotin”) sowie vog. Alkannin und Alkannan®).

32y 4, Windaus u. 0. Stange, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 244, 218 [1936]; 4. Windaus
u. F. Bock, sbenda 245, 168 [1937).

95y 4, Winerstein u. K. Schon, ebenda 230, 139 [1934].

3) P. Karrer u. K. Schipp, Helv. chim. Acta 17, 693 [1934].

8) H. Brockmann, Liebigs Ann. Chem. 521, 1 [1936]; M. N, Haschad, Diss. (6ttingen 1939.
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Recht aussichtsreich erscheint die Anwendung der chro-
matographischen Adsorption zum Studiumn des Reaktions-
verlaufes bei farbigen Verbindungen, weil es hier gelingt,
auch kleine Mengen von Nebenprodukten zu erfassen, die
sich bei den iiblichen Anfarbeitungsmethoden dem Nachweis
entziehen. Ein erster Versuch in dieser Richtung liegt vor in
einer Arbeit von Brockmann u. Miiller®®), bei der es gelang,
bei der Kondensation von Naphthazarin mit Aldehyden neben
dem erwarteten Reaktionsprodukt noch vier interessante Neben-
produkte zu isolieren. Zweifellos wird der weitere Verfolg
dieser. Arbeitsrichtung zu genaueren Einblicken in den Verlauf
mancher Reaktionen fithren.

Es ist klar, daB die Schwierigkeiten bei der Trennung mit
der Zall der Komponenten gréfler werden; einmal deswegen,
weil die Wahrscheinlichkeit wichst, dal Komponenten in
ihrem Adsorptionsverhalten einander so ahnlich sind, daf}
einne deutliche Zonenbildung ausbleibt, zum anderen deshalb,
weil sich die Komponenten des Gemisches in ihrer Adsorptiou
unter diesen Bedingungen leichter gegenseitig beeinflussen
koénnen. Nicht selten beobachtet man, daB im Gemisch eine
Verbindung schwicher adsorbiert wird als in reinem Zustande.
Auch der umgekehrte Fall, daf durch andere Stoffe die Ad-
sorption erh6ht wird, kann vorkommen. So wird, wie Schopf
u. Becker zeigen konnten?®®), Erythropterin aus Rohlésungen
durch einen Begleitstoff an Alumininmoxyd gebunden, wahrend
es in reinem Zustande nicht adsorbiert wird. Da die Menge
des Begleitstoffes nicht ausreichend ist, um nach Art einer Beize
das gesamte FErythropterin an das Alumininmoxyd zu binden,
lauft ein Teil davon durch die Saule und nur eine dem Begleit-
stoff entsprecliende Menge wird adsorbiert. Man gewinnt so
den Eindruck, daB der Farbstoff uneinheitlich ist, was in
Wirklichkeit nicht zutrifft.

Sehr hiufig handelt es sich bei der Aufarbeitung eines
Gemisches darum, nur eine Komponente zu isolieren. Das
ist z. B. der Fall, wenn man die Tswet{sche Methode zur Reini-
gung eines Rohproduktes anwendet, wobei nur die das Haupt-
produkt fithrende Zone aufgearbeitet wird. Dabei gelingt es
oft, sehr hartnickig anhaftende Verunreinigungen, die sich
durch Umbkristallisieren schwer oder gar nicht entfernen lassen,
durch eine einzige Adsorption zu beseitigen.

Wahrend 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 groflen Mengen verschieden-
artiger Begleitstoffe abzutrennen. Auch bei dieser Aufgabe hat
die Chromatographie bereits in vielen Fallen sehr wertvolle
Dienste geleistet.

In manchen Fillen 146t sich die Filtration durch eine
Adsorptionssdule auch dazu verwenden, um geldste Stoffe von
Losungsmitteln zu trennen. Statt grofle Mengen einer ver-
dinnten Losung zu verdampfen, kann man sie durch ein
Adsorbens filtrieren, an dem das Gel6ste hingen bleibt, wihrend
das Losungsmittel als Filtrat erhalten wird. Ein Beispiel fiir
diese Anwendungsart, die, streng genommmen, nicht mehr zur
Chromatographie gehort, bietet die Arbeit von Koschara®?) itber
die Isolierung von Uropterin aus groflen Mengen (5000 1) Harn.

Die Zahl der bisher durchgefithrten priparativen
Trennungen ist sehr grof}. Da die Anfithrung nur einiger Bei-
spiele kein richtiges Bild geben wiirde, sei nochmals auf die
Monographie von Zechmeister u. v. Cholnoky hingewiesen, in
der die priparativen Anwendungsarten ziemlich erschépfend
zusammengefafit sind. .

Analytische Anwendung.

Qualitative Analyse. FEine wichtige Rolle kommt der
chromatographischen Adsorption zu bei der

Priifung einer Substanz auf Einheitlichkeit.

Haufig lassen sich bei Substanzen, die auf Grund der Schinelz-
punktskonstanz als einheitlich anzusehen sind, im Chroniato-
gramm noch kleine Mengen von Verunreinigungen als schmale
Zonen (meist oberhalb der Hauptzone) erkennen. Als Reinheits-
kriterium ist das Chromatogramm der Schmelzpunktsbestim-
mung also oft itberlegen?s). Zeigt ein Stoff eine einzige homogene
Zone, so kann man ihn i. allg. als einheitlich ansehen. Dabei
ist jedoch zu beriicksichtigen, daf}, wie schon erwahnt, bei Ver-

%) Liebigs Ann. Chem. 524, 49 [1936].

37) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 240, 127 [193G).

) Vegl. hierzu Kofler, ,,Mikroskop. Methoden #. Identifizierung organischer Substanzen*,
Beiheft zur Ztschr. des VDCh Nr. 36; Auszug diese Ztschr, 53, 167 [1940].
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bindungen, deren Adsorptionsverhalten sehr ahnlich ist, eine
Auftrennung in Zonen nicht erfolgt. Meistens tritt aber doch
innerhalb der einheitlich anssehenden Zone eine gewisse
Fraktionierung ein, auf die mit Hilfe geeigneter Erkennungs-
mittel zu priifen ist. Ist das nicht mdéglich oder unterbleibt
auch diese Fraktionierung, dann 148t sich eine dennoch vor-
handene Inhomogenitit der Substanz fast immer dadurch
erkennen, dal} beim Wechseln von Adsorbens und Losungs-
mittel doch noch Zonen auftreten®®). Das Verfahren ist durch-
aus analog dem beim Umkristallisieren iiblichen Vorgehen, die
Schmelzpunktskonstanz nach nochmaligem Umkristallisieren
aus einem anderen I.6sungsmittel zu tiberpriiffen. Nur duflerst
selten sind zwei Substanzen in jhrer Adsorption so &dhnlich,
daf} sie bei der Adsorption aus verschiedenen L&sungsmitteln
und an verschiedenen Adsorbentien im Chromatogramm keine
Unterschiede erkennen lassen. Umgekehrt kann das Aus-
bleiben einer chromatographischen Trennung in Analogie zum
Mischschmelzpunkt benutzt werden zur

Priiffung zweier Substanzen auf Identitit

(Mischchromatogramm). Die beiden Verbindungen werden im
gleichen Mengenverhaltnis gelést 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.

Priiffungvon Handelswaren. Zur schnellen qualitativen
Untersuchung und Kennzeichnung von Farbstoffen, Drogen usw.
kann ein unter genau festgelegten Bedingungen mit standar-
disierten Adsorptionsmitteln erhaltenes Chromatogramm wert-
volle Dienste leisten. Ist z. B. unter diesen Versuchsbedin-
gungen eine Droge oder eine andere Ware durch ein bestimmtes
Bild des Chromatogrammes gekennzeichnet, so lassen sich
Veranderungen, Zusitze oder Verfalschungen leicht erkennen
(kiinstlicher Butterfarbstoff4?), Verfalschung von Wein#!) u. a.).

Wertvolle Dienste kann die chromatographische Adsorption
nach Arbeiten von Kaufmann*'2) bei der Reinheitspriifung von
Fettsauren und der Untersuchung von Oleinen leisten.

Anorganische chromatographische Analyse. Ein-
gehende Untersuchungen iiber die Frage, wieweit sich die
Tswetische Methode in der anorganischen Chemie zur qualita-
tiven Analyse eignet, verdankt man G.-M. Schwab®?). Sie
‘haben ergeben, daB3 sich viele Kationen an Aluminjumoxyd
gut trennen lassen, da3 die Trennung aber, wie zu erwarten,
Schwierigkeiten macht, wenn die Zahl der vorliegenden
Kationen grofl 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. FEine Kationentrennung durch
Adsorption an einer Mischung von 8-Oxy-chinolin und Kieselgur
haben Erlenmeyer u. Dahn®®) beschrieben. Sie halten die
Methode fiir geeignet zur Analyse von Legierungen. Auch bei
der anorganischen Mikroanalyse kann nach Schwab®) die
Chromatographie als Hilfsmethode gute Dienste leisten.

Quantitative Analyse. Zur quantitativen Analyse ist
es erforderlich, daf3 die einzelnen Zonen des Chromatogramms
so weit voneinander entfernt sind, da} eine saubere Abtrennung
ans der Saule moglich ist. Man eluiert die Zonen gquantitativ,
miflt das Volumen des Fluates und colorimetriert. Als Mikro-
methode zur Bestimmung von Carotinoiden wurde die chromato-
graphische Adsorption von Kuhn u. Brockmannt) ausgearbeitet.
Durch Verteilung zwischen Benzin und 909,igem Methanol
wird zunichst eine Trennung in Xanthophylle, Xanthophyll-
ester und Carotinoidkohlenwasserstoffe durchgefiihrt und an-
schlieend die chromatographische Trennung der einzelnen
Gruppen vorgenommien. Die Methode gestattet, in einem
- Blatt oder wenigen Bliiten den Gehalt der verschiedenen
Carotinoide zu ermitteln. Eine chromatographische Mikro-
methode zur Bestimmung von Chlorophyll a und b in 1 bis
2 Blattern haben Winterstein u. Stein®) beschrieben.

¥) R, Kuhn u. H. Brockmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 85, 894 [1932].

4y H. Thaler, Z. Unters. Lebensmittel 75, 130 [1938].

Y II. Mohler u. W.Hdimmerle, ebenda 70, 193 [1938], 71, 186 [1936).

Ya) H. P. Kaujmann, diese Ztschr. 53, 08 [1940]; Fette u. Seifen 46, 268 [1930],
47, 294 [1940] rowie Engl. Pat. 853068 [1940].

) G.-M. Schwab u. K. Jockers, diese Ztschr. 50, 546 (1937]; G.-M. Schwad u. @. Daitler,
ebenda 50, 691 [1987], 51, 709[1938]; G.- M. Schwvad u. 4. N. Qhosh, ebenda 52, 666 [1939].

) Helv. chim, Acta 28, 1369 [1939]. 4) Diese Ztachr. 53, 39 [1940].
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Die Trennung farbloser Stoffe mit Hilfe der Tswettschen
Methode.

Die groBlen FErfolge, die bei der chromatographischen
Trennung farbiger und fluorescierender Stoffe erzielt worden
sind, haben es natiitlich nahegelegt, die Methode auch bei
farblosen Substanzen anzuwenden. Bei ihnen mufB, ent-
sprechende Unterschiede im Adsorptionsverhalten voraus-
gesetzt, ebenfalls eine Ausbildung von Zonen in der Adsorptions-
saule anftreten, nur dafl 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 fiir die Anwendung
der Methode auf farblose Substanzen ein erhebliches Hindernis,
das sich allerdings auf verschiedenen Wegen erfolgreich um-
gehen 14Bt. Die primitivste Methode zur Trennung farbloser
Substanzen, die man als Empirisches Verfahren be-
zeichnen kann, besteht darin, die Adsorptionssiule, nachdem
durch geniigend langes Nachwaschen mit Lésungsmittel
,.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 148t, wieweit die Siule durch adsorbierte Stoffe
besetzt ist oder mit anderen Worten, wo die Grenze der untersten
Zone liegt. Das gelingt, wie wir fanden, gelegentlich dadurch,
dal man nach dem Entwickeln die Lésung eines Farbstoffes
durch die Siule laufen 1aBt, der schwicher adsorbiert wird als
die Komponenten des Gemisches, so daB keine Verdrangung
des Adsorbierten durch den Farbstoff zu befiirchten ist. Da,
wo die Saule nicht mehr mit Adsorbiertem beladen ist, setzt
dann die Adsorption des Farbstoffes ein und 148t so das untere
Ende des ,unsichtbaren Chromatogramms" erkennen.

Mehr noch als bei farbigen Verbindungen ist es bei farblosen
erforderlich, mit Adsorptionsmitteln bekannter und konstanter
Aktivitit unter genau festgelegten und reproduzierbaren Be-
dingungen zu arbeiten. Nur dann ist es nach sorgfiltigen Vor-
versuchen, bei denen man sich iiber die Verteilung der Kom-
ponenten in der Saule orientiert, moéglich, 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)
durchzufithren 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 Tswe# hingewiesen hat,
versuchen, einen Farbstoff ausfindig zu machen, der das
gleiche Adsorptionsverhiltnis besitzt, wie die zu isolierende
Substanz und sich nach der Adsorption leicht wieder entfernen
laBt. Ein solcher Farbstoff zeigt als Indicator die Zone an,
die den gesuchten Stoff enthalt. Wir haben dieses Verfahren
mit Erfolg bei der Isolierung des antirachitischen Vitamins
aus Fischleber6len angewandt¢).

Nicht immer wird sich ein solcher Farbstoff finden lassen;
aber es bedeutet schon eine grofle Erleichterung, wenn
wenigstens ein Farbstoff von dhnlichem Adsorptionsverhalten
zu ermitteln ist, denn man kann ihn als Indicator fiir die Ent-
wicklung des Chromatogrammes benutzen, die sich an der Breite
der Farbzone und ihrer Entfernung vomn oberen Rand der Saule
abschitzen 146t. In Vorversuchen wird dann festgestellt, ob der
gesuchte Stoff sich in 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 1afit sich die Zone des gesuchten Stoffes
recht gut auffinden. Da bei diesem Verfahren der gesuchte
Stoff nicht mit dem Indicatorfarbstoff vermischt ist, braucht
man auf dessen leichte Abtrennbarkeit keinen Wert zu legen.

Manchmal kann auch eine farbige Beimnengung als Indi-
catorfarbstoff dienents).

Markierung der gesuchten Zone. Bei einer Rethe von
Stoffen gelingt es, ihire Zone in der Saule durch eine Farb-
reaktion zu bezeichnen, und zwar derart, dal man die Siule
aus dem Adsorptionsrohr herausdriickt und mit einem ge-
eigneten Reagens einen Pinselstrich an der Siule entlang zieht.
So laBt sich bei der Adsorption von A-Vitamin-Konzentraten
die A-Vitamin enthaltende Zone durch die Blaufarbung er-
45) H. Brockmann, Hoppe-8eyler’s Z. physiol. Ohem. 241, 104 [1036], 245, 96 [1957);

H. Brockmann u. A. Busse, ebenda 248, 176 [1937].

) R, Wieland, @. Hesse u. R. Hiittel, Liebigs Ann, Ohem. 584, 203 [19361; R. Tschesche
u. H. 4. 0ffe, Ber. dtsch. chem. Ges. 88, 1998 [19351: 69, 2361 [1936).
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kennen, die auftritt, wenn man die Sdule mit einer Antimon-
trichloridlésung in Chloroform pinselt. (Andere Beispiele fiir
diese Methode in der Monographie vou Zechmeister wu.
v. Cholnoky, S. 87.)

Uberfithrung in eine gefarbte Substanz. Die
bisher angefithrten Methoden zur Trennung farbloser Stoffe
erfordern sorgfiltige Vorversuche und sind 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 auf das eigentliche Gebiet
der Chromatographie verschobhen.

Diese Methode setzt voraus, daf3 sich die zu trennenden
Stoffe mit guter Ausbeute in farbige Verbindungen iiber-
fithren lassen, daf diese sich in der Adsorptionssaule gut trennen
und daB aus ihnen die farblosen Ausgangsstoffe leicht wieder-
zugewinnen sind. Die erste und dritte Bedingung werden sich
z. B. bei Alkoholen und Aminen durch Veresterung bzw.
Acyliernng mit farbigen Siuren, bei Sduren durch Veresterung
mit gefirbten Alkoholen in vielen Fallen erfiillen lassen. Was
die zweite Bedingung, die gute Trennbarkeit der farbigen
Derivate, angeht, so 148t sich dariiber allgemein sagen, daf} sie
win so besser sein wird, je kleiner das Molekulargewicht und
je geringer die Adsorption der farbigen Gruppe ist. Denn man
witd erwarten diirfen, daB die Unterschiede im Adsorptions-
verhalten zweier Stoffe naclh Verkniipfung mit einer gefiarbten
Verbindung (wegen der damit verbundenen Vergroferung
des Molekulargewichtes) kleiner werden, u. zw. win so mehr,
je groller das Molekulargewicht und die Adsorption der farbigen
Komnpouente ist. Fir die erst in Anfang der Entwicklung
befindliche, zweifellos sehr ausbaufihige Methode sollen zwei
Beispiele angefiihrt werden.

Wie Straind?) zeigen konute, lassen siclh -Tonon und Campher
sowie Geromsdure und Lévulinsdure dadurch trennen, daf} man sie
zundchst in die gefarbten 2,4-Dinitro-phenylhydrazone iiberfiihrt
und diese aus Benzin an Talkum chromatographiert. Aus den
getrenuten Dinitro-phenylhydrazonen lassen sich in saurer Losung
durch Umsetzen mit einer Dicarbonylverbindung (Glyoxal, Diacetyl)
die freien Ausgangssubstanzen gewinnen. Ein weiteres Beispiel ist
die von Reich*®) qurchgefiihrte Trennung von Glucose und Fructose.
Die Zucker wurden mit Azobenzol-p-carbonsidure??) verestert, die
farbigen Ester chromatographisch getrennt und dann verseift.

Es sel erwihnt, dafl man farblose Stoffe durch Ver-
kniipfung mit geeigneten Verbindungen auch in fluorescierende
Stoffe iberfithren und diese im Ultrachromatogramm trennen
kann. Da aber die Fluorescenz eines Stoffes bei Uberfithrung
in ein Derivat verschwinden kann, ist diese Methode nicht so
allgemein anwendbar wie die der Uberfithrung in farbige
Derivate.

Zusammenhiinge zwischen Adsorption und Konstitution.

Wie zu erwarten, sind Zusammenhinge zwischen Kon-
stitution und chromatographischer Adsorption bisher nur bei
Gruppen von chemisch sehr nahe verwandten Stoffen auf-
gefunden worden. Da hieriiber in der Zusammenfassung von
Hesse'l) und in der Monographie von Zechineister u.
v. Cholnoky'?) ausfiuhrlich berichtet ist, beschrinken wir uns
auf einige kurze Hinweise.

In den Carotinoiden haben wir dank den Arbeiten des
letzten Jahrzehnts eine Gruppe von Naturfarbstoffen kennen-
gelernt, deren zahlreiche Vertreter sich in einfacher Weise von
wenigen als Stammsubstanzen aufzufassenden Carotinoid-
kohlenwasserstoffen ableiten. Es ist also nicht verwunderlich,
wenn hier Zusammenhinge zwischen Koustitution und
Adsorption besonders deutlich zutage treten. Neben anderen
Regelmafigkeiten hat sich bei ihnen ergeben, dafl die Adsorp-
tion um so starker ist, die Zonen im Chromatogramun also um
so weiter nach oben liegen, je grofier die Zahl der konjugierten
Doppelbindungen und die Zahl der Hydroxylgruppen ist.
Eine ahnliche Abhangigkeit von der Zahl der Doppelbindungen
findet sich bei den von Winterstein®) untersuchten Diphenyl-
polyenen sowie den polycyclischen aromatischen Kohlen-
wasserstoffen. Je grofler die Zahl der Doppelbindungen, desto
starker ist auch lier i. allg. die Adsorption.

47y 1. Amer. chem. Soe. 57, 708 [1985]. ) Biochemical J. 83, 11X [10:34].
4} Erhalten durch Kondeusation voun Nitrosobenzol mit p-Antinohenzocsilure,
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Bei der Untersuchung einer Reihe von Azofarbstoffen
fanden Ruggli u. Jensen?8), dafl deren Adsorptionsaffinitat
mit der Zahl der Azogruppen zunimmt, und in der Gruppe
der halogenierten Fluoresceine stellten sie fest, dafi die Ad-
sorption mit der Anzahl der Halogenatome und dem Atom-
gewicht gréfer wird. Ahnliche Zusamimenhinge werden sicli
zweifellos auch bei anderen Verbindungsklassen finden lassen.

Bei den angefithrten Untersuchungen hat sich immer
wieder die ungewohnliche Leistungsfihigkeit der chromato-
graphischen Methode darin gezeigt, dafl schon bei sehr gering-
fiigigen Unterschieden in der Xonstitution eine Trennung
moglich ist. Das klassische Beispiel dafiir ist die Trennung
von «- und B-Carotin®), ein anderer typischer Fall die von
Wintersiein durchgefithrte Trennung von anti-peri-Dibenz-
coronen und Anthro-dianthron.

Auch cis-trans-Isomere lassen sich, wie Winferstein u.
Stein5%) zuerst am cis-trans-Crocetin-methylester feststellten,
trennen. Ebensokann nach Zechmeister®) die beim Belichtenent-
stehende cis-Form des Azobenzols durch Adsorption aus Benzol
an Aluminiumoxyd von der trans-Forin abgetrennt werden.

Besonderes Interesse verdient die Frage, ob sich auch solche
Verbindungen, die den gré8ten iiberhaupt méglichen Ahnlich-
keitsgrad besitzen, namlich optische Antipoden, durchi Adsorp-
tion an einem optisch aktiven Adsorbens chromatographisch
trennen lassen. Zwei Moglichkeiten sind hier gegeben. Entweder
werden die beiden Antipoden ohne irgendeine Beteiligung ihres
Asymmetriezentrmins adsorbiert; dann tritt kein optisches Aus-
wahlen ein. Oder aber es bilden sich unter Mitwirkung des
Asymmetriezentrums diastereomere Adsorbate; dann wird eine
Trennung der Antipoden zu erwarten sein. Beide Fille wurden
beobachtet. So 1at sich dl-m-p-Naphthol-azomandelsiaure aus
Benzol an Lactose unter Trennung der Antipoden adsorbiereu,
wihrend bei der Adsorption an Calcium-d-tartrat, Quarz,
Emulsin, Maltose, Glucose und Saccharose keine Spaltung
eintritts?). Eine partielle Zerlegung des Racemates in die
optischen Isomeren wurde auch bei der Adsorption von
p-Phenylen-bis-imino-Campher aus Benzol-Benzin (1:8) an
Milclizucker beobachtet53).

SchluB3bemerkungen.

Wenn man das bisher Erarbeitete itberblickt und sich die
Frage vorlegt, in welcher Richtung der weitere Ausbau der
Methode vorzunehmen ist, so eroffnen sich verschiedene
Moglichkeiten. Von grofer Bedeutung wire ein genaueres
Studinm der theoretischen Grundlagen der Chromatographie,
eine Arbeit, die wohl mit der genauen Messung der Adsorptions-
isothermen und ihrem Vergleich mit dem chromatographischen
Verhalten der gemessenen Substanzen zu beginnen hitte. Hier
ware in praktischer Hinsicht von Interesse, zu untersuchen,
wieweit die Adsorptionsisothermien voneinander abweichen
miissen, damit noch eine ansreichende Trennung im Chromato-
gramm moglich ist. Bei farblosen Stoffen wiirde sich dann aus
den Isothermen voraussagen lasseti, ob eine Trennung in der
Adsorptionssiaule {iberhaupt erfolgen kann.

Nicht weniger wichtig ist es, die beim Aluminiumoxyd
eingefithrte Standardisierung der Adsorptionsaktivitat auf
weniger aktive Aluminjumoxydpriparate auszudehnen®) und
auch auf andere Adsorbemtien zu iibertragen, und ferner in
gewisser Analogie zu den pg-Indicatoren den Aufbau einer
Farbstoffreihe durchizufiihren, deren Adsorptionsaffinitat genan
abgestuft ist. Diese Reijhe wiirde geeignete Indicatorfarbstoffe
zur Trennung farbloser Substanzen sowie Eichfarbstoffe zur
Finstellung einer bestimmten und reproduzierbaren Aktivitat
der Adsorbentien an die Hand geben. Vorarbeiten dazu haben
wir bereits begonnen. Weiterhin wird sich die oben beschriebene
Methode zur Trennung farbloser Stoffe nach Uberfihrung in
farbige Derivate noch bedeutend weiter ansbauen lassen und
ebenso wie die Indicatorfarbstoffreihe dazu beitragen, den
Anwendungsbereich der Tswettschen Methode dort zu er-
weitern, wo ihr die meisten Schwierigkeiten entgegenstelien,

.niamlich bei der Trennung nicht gefarbter Stoffe.
Eingeg. 20. Mai 1940. [A.62.]

50y Hoppe-Seyler’s Z. plysiol. Ohem. 280, 251 [1934].

&y . Zechmeister, 0. Frehden u, P, Fischer-Jorgensen, Neturwiss, 28, 405 [1988]; vgl. anch
d. H. Cook, J. chem. Boc. London 19388, 877.

52) @, M. Henderson u. H. (. Rule, ebenda 1939, 1508.

83y (¢, M. Henderson u. H. (. Rule, Nature, London 141, 917 [1936).

1) Bei der Irolierung des antirachitischien Vitamins aus Fischlebertlen (Zitat 43) huben wir
ein ,,Aluminiumhydroxyd TTI* henutzt, das weniger aktiv ist als das ,,Aluriniumoxyd
nach Brocktann'.
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