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13.Hans BrockmannundFritz Volpers: Zur Kenntnis der chroma-
tographischen Adsorption, II. Mitteil.: Ein neues Verfahren zur Trennung
farbloser Stoffe*).

[Aus dem Organ.-chemischen Institut der Universitdt Gottingen.]
(Eingegangen am 2. Mai 1946.)

Die groflen Erfolge, die mit der chromatographischen Adsorption bei der Trennung
farbiger Stoffe erzielt worden sind, haben immer wieder dazu angeregt, das Verfahren
auch fiir farblose Stoffc nutzbar zu machen. Auch bei ihnen muB, wenn ausreichende
Unterschiede in der Adsorption vorhanden sind, eine Zonenbildung in der Adsorptions-
siule auftreten; nur bleibt sie, falls nicht fluoresciérende Stoffe vorliegen, unsichtbar.
Sie erkennbar zu machen ist ein Problem, dessen Losung der Chromatographie ein neues,
weites Anwendungsgebiet erschlieft.

Bisher sind bei der Adsorption farbloser Verbindungen an der Adsorptionssidule fol-
gende Verfahren angewandt. worden: 1.) Das sog. empirisghe Verfahren, bei dem man
die Siule in einzelne Schichten zerlegt und diese auf ihrenGehalt an adsorbierten Stoffen
priift!), 2.)Zusatz eines Indicatorfarbstoffes, der gleich stark adsorbiert wird wie eine Kom-
ponente des Gemisches und dadurch deren Zone in der Adsorptionssiule anzeigt?), 3.)Be-
pinseln der aus dem Chromatogrammrohr herausgedriickten Adsorptionssiule mit einem
Reagens, das mit den adsorbierten Stoffen eine Farbreaktion gibt?), 4.) Uberfiihrung der
farblosen Stoffe in farbige vor der Adsorption durch Kuppeln mit einer farbigen Kompo-
nente, z. B. Azobenzolcarbonsiure?).

Keines dieser Verfahren bringt eine vollig befriedigende Losung des Problems. "Das
empirische ist miihselig und st68t auf Schwierigkeiten, wenn, wie es hiufig der Fall ist,
die Zonen verbogen sind. Die drei anderen haben den Nachteil, dafB} sie auf bestimmte
Stoffe beschrinkt sind und meistens nur eine Komponente des Gemisches erkennen lassen.
Beim 3. Verfahren ist auflerdem zu bemiingeln, da8 die Entwicklung des Chromato-
grammes nicht kontrolliert werden kann.

Wir haben uns daher bemiiht, ein Verfahren zu finden, das allgemein an-
wendbar ist und voc allem die Erkennung simtlicher Zonen ermdglicht. Das
ist auf Grund folgender Uberlegungen gelungen: Farbige Zonen werden da-
durch sichtbar, dafl sie bestimmte Wellenbereiche des eingestrahlten weillen
Lichtes absorbieren. In analoger Weise erfolgt durch die Zonen farbloser Stoffe
eine selektive Absorption, wenn sie mit kurzwelligem Licht bestrahlt werden.
Gelingt es, diese Absorption fiir das Auge erkennbar zu machen, so erhilt
man ein Bild von der Lage der Zonen. Dies ist nun in einfacher Weise durch
Verwendung eines fluorescierenden Adsorbens mdéglich. Bestrahlt man eine
mit Zonen farbloser Stoffe besstzte Siule eines solchen Adsorbens mit mono-
chromatischem Ultraviolett, so absorbiert der adsorbierte Stoff einen Teil des
eingestrahlten Lichtes, was zur Folge hat, daB die Fluorescenz innerhalb der
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Zonen schwicher ist, als dort, wo die Siule ,leer’ ist. Die Zonen erscheinen
daher dunkel auf hellem Grunde. Man erhilt gewissermallen das Negativ
eines ,,Ultrachromatogrammes®, bei dem bekanntlich die Zonen der farblosen,
fluorescierenden Stoffe leuchtend auf dunklem Grunde erscheinen.

. Die erste Aufgabe bestand darin, fluorescierende Adsorbenzien aufzufinden.
Die besonders geeignet erscheinenden, als Leuchtfarben benutzten Zinksulfid-
phosphore enttiuschten uns wegen ihres mangelnden Adsorptionsvermogens.
Die fiir die Chromatographie gebriiuchlichen Adsorptionsmittel andererseits
zeigen unter der Analysenlampe keine oder sehr geringe Fluorescenz. Das am
vielseitigsten verwendbare Alumininmoxyd fluoresciert nur ganz schwach
bliulich. Wird es mit kleinen Mengen hestimumter Metalle hoch erhitzt, so
erhilt man stirker lenchtende Priiparate’), die sich fiir ynsere Zwecke als ge-
eignet erwiesen. Da aber die Herstellung gréBecer Mengen einen gewissen Auf-
wand erfordert, haben wir versucht, durch Adsorption fluorescierender Stoffe
an Aluminiumoxyd die fiir unsere Zwecke brauchbaren Adsorbenzien zu ge-
winnen. Der fluorescierende Stoff mufl zwei Bedingungen erfiillen; er darf
mit den zu adsorbierenden Verbindungen nicht reagieren und er mal} so fest
am Adsorbens haften, dafl er beim Eluieren der Adsorptionszonen nicht ab-
gelost wird. Beide Bedingungen erfiillt beim Aluminiumoxyd in idealer Weise
das zum Al-Nachweis benutzte Pentagxy-flavon Morin. Schon geringe Men-
gen verleihen dem Aluminiunioxyd eine priichtige gelbe Fluorescenz, die heller
ist als die der oben erwiithnten durch Metallspuren {luorescierend gemachten
Priiparate. Das Adsorptionsvermigen des Oxydes wird durch die Beladung
mit Morin nicht wesentlich beeintrichtigt.

Auch andere Stofte wie z. B. Diphenyl-fluorindin-sulfonsiure, die
rot fluorescierende sowie Salicvlsidure, die blau fluorescierende Priparate
liefert, sind geeignet. Die Versuche dieser Arbeit sind ausschlieBlich mit Morin-
Aluminiamoxyd durchgefithrt. Es lift sich nach einem friiher beschriebenen
Verfahren$) in vier verschiedenen Aktivititsstufen herstellen, W()dl{[‘Ch ein
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breiter Anwendungshereich und reproduzierbare Versuchsbedingungen gewiihr-
leistet sind.

5) 1. Tiede u. H. Liiders, B.66,1681[1933]; vergl. auch A.Kutzelnigg, Ztschr.
anorg. Chem. 208, 29 [1932]. Fiir die Uberlassung einiger fluorescierender Aluminium-
oxyd-Priparate sind wir Hrn. Dr. Kutzelnigg und der Sachtleben A, G. zu grofiem
Danlk verpflichtet.
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Das erste Beispiel, an dem wir die Richtigkeit unserer Uberlegungen be-
weisen konnten, war die Trennung der als Moschusersatzstoffe verwendeten
Verbindungen I, IT und III. Wihrend ihre Chromatogrammzonen im Tages-
licht an Morin-Aluminiumoxyd nicht zu erkennen sind, werden sie unter der
Analysenquarzlampe deutlich als dunkle Ringe auf leuchtend gelbem Unter-
grund sichtbar. Dabei ist es nicht erforderlich, Chromatogrammrohre aus
Quarz zu verwenden; es geniigt gewohnliches, nicht zu dickes Geriteglas.
Die Trennung ist quantitativ. In der obersten Zone befindet sich Keton-
moschus, in der zweiten Ambrettemoschus und darunter Xylolmoschus. Ee-
merkenswert ist, daB IIT trotz seiner drei Nitrogruppen schwicher adsorbiert
wird als IT mit nur zwei NO,-Gruppen; denn Trinitrobenzol wird fester.ad-
sorbiert als die Dinitroverbindung. Beim Xylolmoschus wird die adsorptions-
f6rdernde Wirkung der dritten Nitrogruppe offenbar durch die Anhdufung von
Alkylresten ausgeschaltet, ein Effekst, der sich schon beim Trinitrotoluol da-
durch bemerkbar macht, daBl es weniger fest adsorbiert wird als Trinitro-
benzol.

Eine unter der Analysenlampe gut erkennbare Zone bilden auch o- und
p-Nitro-benzaldehyd. Die glatte Trennung der beiden Isomeren gelang nicht,
da ihre Adsorptionsaffinititen zu wenig differieren. Dagegen erlaubt unser
Verfahren eine einfache Reinigung der Aldehyde,die wesentlich schneller und
mit besserer Ausbeute zum Ziel fithrt als die Krystallisation. Von Benzalde-
hyd, der eine weniger gut sichtbare Zone bildet und schwiicher adsorbiert
wird, lassen sich die beiden Nitrobenzaldehyde gut trennen.

Auich die zur Charakterisierung vonAlkoholen verwendeten p-Nitro-benzoe-
sidureester geben an Morin-Aluminiumoxyd gut erkennbare Zonen. Als Beispiel
ist imVersuchsteil die Trennung eines Gemisches aus gleichenTeilen Ergosterin-
und Cholesterin-p-nitro-benzoat beschrieben, bei dem sich eine einheitlich aus-
sehende Zone dausbildete,aus deren unterem Teil reiner Cholesterinester isoliert
werden konnte. Véllige Trennung in einem Arbeitsgang war bei den geringen
Unterschieden im Adsorptionsvermigen der beiden Sterine?) nicht zu erwarten.
Eine systematische Untersuchung iiber die Abhingigkeit der Adsorption von
der Natur der Alkoholkomponente der p-Nitro-benzoesiureester haben wir in
Angriff genommen, ebenso entsprechende Versuche beziiglich der Sdurekomn: po-
nente bei den p-Brom-phenacyl- und p-Phenyl-phenacylestern, die zur Kenn-
zeichnung von Sduren gute Dienste leisten. Die p-Phenyl-phenacylester geben
dunklere und daher besser erkennbare Zonen, als die Bromverbindungen.

Etwas eingehender haben wir die Adsorption aromatischer Aldehyde und
Ketone untersucht, fiir deren Trennung und Reinigung unser Verfahren be-
sonders geeignet erscheint. Wir fithren folgende Beispiele fiir Trennungen an,
wobei die zuerst genannte Verbindung das groflere Adsorptionsvermdgen auf-
weist: Zimtaldehyd—Benzaldehyd, p-Methoxy-benzaldehyd—Benzaldehyd, Di-
methylamino-benzaldehyd—Benzaldehyd, Vanillin—Piperonal, 8-Jonon-Pseu-
dojonon, Phoron—Mesityloxyd.

Es war naheliegend, die Anfirbung mit fluorescierenden Stoffen auch bei

") A, Windaus u. O. Stange, Ztschr. physiol. Chem. 244, 218 [1936].
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anderen Adsorbenzien zu versuchen. Bei der kationotropen Kieselsiure
mullten statt der beim Aluminiumoxyd verwendeten sauren Farbstoffe solche
mit basischen Bigenschaften benutzt werden. So geben z. B. Acridinorange
gelbrot und Rhodamin B rot fluorescierende Priparate, die allerdings den
Nachteil haben, daf} sie beim Eluieren an manche Losungsmittel etwas Farb-
stoff abgeben. Auf Grund eingehender Versuche fanden wir schlieBlich im
Berberin einen geeigneten Stoff, der durch die gebriuchlichen Lisungsmittel
nicht abgelost wird, und schon in kleiner Menge der Kieselsiiure eine helle
griinlich-gelbe Fluorescenz verleiht. Das in der Chromatographie hiufiger ver-
wandte Calciumecarbonatlifltsich ebenso wie Magnesiumoxyd sowohl
mit Morin, als auch mit Diphenyl-fluorindin-sulfonsdure fluorescierend machen.

Mit der von uns als Lichtquelle verwendeten Analysenquecksilberlampe, deren Filter
praktisch nur fiir die Linien 365.0 und 366.3 mu durchlissig ist, sollten nach den oben
angefithrten Uberlegungen nur solche Stoffe gut sichtbare Zonen liefern, die in diesem
Bereich. noch merklich absorbieren. Bei cinigen der von uns untersuchten Verbindungen,
s0 heim Benzaldehyd, ist die Absorption bei dieser Wellenlinge schon recht gering. Trotz-
dem geben sie verhiltnismiBig deutliche Zonen. Dafiir gibt es zwei Erkldrungen: Erstens
ist es moglich, daB3 die Stoffe im adsorbierten Zustande langwelliger absorbieren als in
den zur Messung ihrer Absorptionskurve verwendeten Losungsmitteln, d. h. es kann ,,pola-
risierende Adsorption’’ vorliegen, wie sie ncuerdings von Weitz%) an ciner grofleren Zahl
an sich nichtpolarer aber polarisierbarer Stoffe im sichtbaren Gebiet beobaclitet
worden ist. Zweitens ist es aber auch denkbar, dafl bei unseren angefiarbten Adsorbenzien
die Zonen nicht immer und nicht ausschlieflich, wie oben angenommen, dadurch sichtbhar
werden, dafl der adsorbierte Stoff das erregende Licht absorbiert, sondern dadurch, dafl
er die Fluorescenz der neben ihm auf derAdsorbens-Oberfliche befindlichenFarbstoffmole-
kiile léscht. Um zwischen diesen beiden Moglichkeiten zu entscheiden, miilte man dic
Sichtharkeit der Zonen an Morin-Aluminiumoxyd (Adsorbens mit IFremdfluorescenz) und
an den durch Metallspuren fluorescierend gemachten Aluminiumoxyd-Priparaten (Ad-
sorbens mit Kigenfluorescenz) miteinander vergleichen. Gibt ein Stoff am Adsorbens mit
Fremdfluorescenz eine sichthare Zone im Ultraviclett, an den Priparaten mit Eigenfluores-
cenz dagegen nicht, so liegt Fluorescenzléschung vor. Treten aber an beiden Arten von
Adsorbenzien Zouen auf, so beruht ihr Sichtbarwerden auf Absorption des fluorescenz-
erregenden Lichtes.

Von Interesse war fiir uns die Frage, wie weit im kurzwelligen Gebiet die
Absorption eines Stoffs liegen darf, wenn sie nach unseren Verfahren noch
erkennbar sein soll. Diese untere Grenze des Anwendungsbereiches hiangt von
der Absorption des Lisungsmittels und ferner davon ab, bis zu welchen Wellen-
lingen herunter die Fluorescenz des Adsorbens noch erregt wird. Bei einigen
Vorversuchen, die wir in dieser Richtung anstellten, haben wir eine starke
Quecksilberlampe mit geeigneten Filtern als Lichtquelle benutzt. Die kiir-
zeste Wellenlinge, die sich mit dieser verhiltnisméBig leicht zu beschaffenden
Anordnung erreichen lifls, ist 253.7 mu. Als Filter benutzten wir in diesem
Tall eine chlorgefiillte Ciivette von 25 em Liange und 8 em Durchmesser mit
Fenstern aus Schottschem Filterglas UG 5. Die Adsorptionszonen von Ergo-
sterin und Iirgosterinacetat an Morin-Aluminiumoxyd, die bei 365.0 my un-
sichtbar sind, lassen sich so gut sichtbar machen. Auch die Adsorption von

%) E. Weitz u. F. Schmidt, B. 72, 1740 [1939]; 72, 2099 [1939]; E. Weitz, F.
Schmidt u. J. Singer, Ztschr. Elektrochem. 46, 222 [1940].
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Patulin am gleichen Adsorbens war bei dieser Wellenlinge gut zu sehen. Bei
diesen Versuchen wurden selbstverstindlich Adsorptionsrohren aus Quarz ver-
wendet.

Die angefiihrten Trennungsbeispiele, die nur als erste orientierende Versuche
anzusehen sind, zeigen, daf unser Verfahren geeignet ist, die Adsorption von
Stoffen sichtbar zu machen, die im Bereich 250 bis 400 my absorbieren. Das
bedeutet, daB die iiberwiegende Mehrzahl aller derjenigen farblosen Verbin-
dungen, die fiir die Adsorptionstrennung iiberhaupt in Frage kommen, einer
im wahren Sinne des Wortes chromatographischen Trennung zugiinglich ge-
macht werden kann. Eine systematische Untersuchung verschiedener Stoff-
klassen, die wir in Angriff genommen haben, soll weitere Belege fiir die Brauch-
barkeit des geschilderten Verfahrens erbringen.

Beschrejbung der Versuche.

]
I) Herstellung fluorescierender Adsorbenzien.

Aluminiumoxyd: Zu einer Aufschlimmung von 500 g Aluminiumoxyd (Aluminium
oxydatum anhydricum, E. Merck) in 500 cem Methanol wurde unter Riihren eine Lé-
sung von 300 mg Morin in 500 ccm Methanol gegeben und solange weiter gerithrt, bis
die iiberstehende Tliissigkeit entfirbt war. Nach 2-stdg. Trocknen bei 150° hatte das
citronengelbe Praparat die Aktivititsstufe I16).

Zur Anfirbung mit Diphenyl-fluorindin-sulfonsiure bendtigt man unter den
gleichen Bedingungen fiir 500 g Aluminiumoxyd 34—40 mg Farbstoff.

5.12-Diphenyl-fluorindin-sulfonsiure: 2 g 5.12-Diphenyl-fluorindin®)
wurden in 4 cem rauchender Schwefelsiure 3 Stdn. auf 180° erhitzt. Die nach EingieBen
des Reaktionsgemisches in Wasser erhaltene blaue, rot fluorescierende Losung wurde durch
eine Sdule von Aluminiumoxyd filtriert, wobei sich mehrere blaue Zonen ausbildeten. Das
rote Filtrat hinterlie beim Verdampfen den Farbstoff als dunkelrotes, amorphes Pulver.
Er 16st sich in angesiuertem Wasser blau, in alkalischem rot; der Umschlagspunkt liegt
zwischen py 6.3 und 7.6. In alkohol. Lsung ist die rote Fluorescenz stirker als in willr.
Losung.

Kieselsiure: Eine Aufschlimmung von 500 g Kieselsdure bzw. gepulvertem Kiesel-
gel in 500 ccm Methanol wird unter Rihren mit einer Ldsung von 250 mg Berberin in
500 ccm Methanol versetzt. Das mit Methanol nachgewaschene und bei 150° getrocknete
Priparat ist blaBgelb und zeigt griinlich-gelbe Fluorescenz.

Caleiumcarbonat: Anfiirbung mit Morin oder Dipheny!l-fluorindin-sulfon-
sdure wie beim Aluminiumoxyd. Nach griindlichem Waschen mit Methanol bei 150° ge-
trocknet.

Magnesiumoxyd: Anfirbung wie beim Aluminiumoxyd. Von Morin sind auf 500 g
Adsorbens nur 150 mg, also halb soviel wie beim Aluminiumoxyd erforderlich.

1I) Adsorptionsbeispiele.

" rennung der drei Moschusersatzstoffe: Eine Losung von je 100 mg Keton-,
Am] rette- und Xylolmoschus in 100 ccm Benzin (Sdp. 70—100°) wurde durch eine
Séul von Morin-Aluminiumoxyd IT filtriert, worauf zunichst mit 200 ccm Benzin,
dann mit 50 cem Benzol-Benzin (1:10) nachgewaschen wurde. Aus der oberen Zone
wur¢ : Ketonmoschus (Schmp. 134°), aus der mittleren Ambrettemoschus (Schmp. 79°%)

%) O. Fischer u. E. Hepp, B. 28, 301 [1894].
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und aus der unteren Xylolmoschus (Schmp. 112°) erhalten. Ausbeuten fast quantitativ.

Reinigung von p-Nitro-benzaldehyd: 100 mg roher p-Nitro-benzaldehyd
(Schmp. 969 wurden in 50 cem Benzol-Benzin (1: 4) gelost. An Morin-Aluminium-
oxyd bildeten sich drei Zonen aus. Aus der mittleren wurden 80 mg Aldehyd vom Schmp.
1059 (Schmp. von reinstem Aldehyd 106°) erhalten.

Cholesterin-p-nitro-benzoat und Ergosterin-p-nitro-benzoat: Eine Losung
von 290 mg Cholesterin-p-nitro-benzoat und 220 mg Ergosterin-p-nitro-ben-
zoat in 100 cem Benzol wurde durch eine Saule von Morin-Aluminiumoxyd IT fil-
triert, und mit Benzol solange nachgewaschen, bis die unter der Analysenlampe gut er-
kennbare Zone sich ber die ganze Siule verteilt hatte. Aus der unteren Hilfte der Siule:
180 mg p-Nitro-benzoat vom Schmp. 1899, [a] § : —6.0° (in Chloroform) (Cholesterin-
p-nitro-benzoat: Schmp. 189.7—192.5%), [«]}):-6.3%). Aus dem oberen Teil der
Saule: Kstergemisch vom Schmp. 179°, [«]%):-24% (in Chloroform) (Ergosterin-p-
nitro-benzoat: Schmp. 182°, [o] }} : —49.5%).

Vanillin-- Piperonal: Gleiche Teile von Vanillin (Schmp. 80.5°) und Piperonal
(Schmp. 33% wurden aus Benzol an Morin-Aluminiumoxyd 1V adsorbiert. Beim
Nachwaschen mit dem Losungsmittel geht das Piperonal in das Filtrat. Der Verdampfungs-
riickstand des Filtrates schmolz bei 34°. Aus der deutlich erkennbaren oberen Zone wurde
Vanillin vom Schmp. 80° erhalten.

p-Phenyl-phenacylester der Essigsiure und Benzoesiure: Gleiche Teile
beider Ester wurden aus Benzol an Morin-Aluminiumoxyd II adsorbiert. Die durch
Nachwaschen mit Benzol entwickelte einheitlich ausschende Zone wurde in drei gleiche
Teile zerlegt. Das Eluat (methanolhaltiges Benzol) aus dem unteren Drittel schied auf
Methanolzugabe kleine Blittchen aus, die sich als reines p-Phenyl.phenacyl-benzoat
vom Schmp. 166° erwiesen. Die beiden anderen Drittel der Zone enthielten Ystergemisch.

Die folgenden Trennungen wurden mit Gemischen aus je 100 mg Substanz durch-
gefiihrt. Linge der Séulen 10 e¢m, Durchmesser 2 cm.

Zimtaldehyd—-Benzaldehyd: Aus Benzol an Morin-Aluminiumoxyd II ad-
sorbiert. Beim Nachwaschen zwei Zonen, von denen die untere, hellere in das Filtrat iiber-
ging, withrend die obere sich nur langsam verbreiterte. Das Eluat der oberen Zone wurde
verdampft. Semicarbazon des Riickstands: Aus Wasser weiBe Blattchen; Schmp. 215¢
(Zimtaldehyd-semicarbazon: Schmp. 215%). — Phenylhydrazon des Riickstands:
Aus verd. Alkohol blaBgelbe Nadeln; Schmp. 167° (Zimtaldehyd-phenylhydrazon:
Schmp. 168%). Semicarbazonaus der unteren Zone und dem Filtrat nach Verdampfen
des Losungsmittels: Aus Wasger weile Nadeln; Schmp. 225° (Benzaldehyd-semi-
carbazon: Schmp. 224-—225%. — Phenylhydrazon: Farblose Krystalle vom Schmp.
153° (Benzaldehyd-phenylhydrazon: Schmp. 153%).

p-Nitro-benzaldehyd--Benzaldehyd: Aus Benzol-Benzin (1:1) an Morin-Alu-
miniumoxyd adsorbiert. Beim Nachwaschen zwei Zonen. Aus dem Eluat der oberen
Zone wurden nach dem Verdampfen Krystalle vom Schmp. 100° erhalten, die nach dem
Umbkrystallisieren bei 105 schmolzen (p-Nitro-benzaldehyd: Schmp. 106°), aus der un-
teren Zone Benzaldehyd (Semicarbazon: Schmp. 224-225%,

p-Dimethylamino-benzaldehyd—-Benzaldehyd: Aus Benzol-Benzin (1:1) an
Morin-Aluminiumoxyd 1I adsorbiert. Bei lingerem Nachwaschen 2 Zonen. Aus der
oberen wurde p-Dimethylamino-benzaldehyd, Schmp. 729, erhalten. Das daraus
hergestellte Phenylhydrazon zeigte den Schmp. 147¢ (Phenylhydrazon des reinen
Aldehyds: Schmp. 148°). Die untere Zone und das Filtrat lieferten Benzaldehyd (Phe-
nylhydrazon: Schmp. 1529).

Mesityloxyd—Phoron: Aus Benzol-Benzin (1:2) an Morin-Aluminiumoxyd

1T adsorbiert. Nach lingerem Nachwaschen 2 Zonen. In der oberen Zone befand sich
Mesityloxyd, in der unteren Phoron, charakterisiert als Semicarbazone.





