392 JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY

EIN ZEITGRADIENTENVERFAHREN ZUR FRAKTIONIERUNG VON
KORNIGEN MATERIALIEN, INSBESONDERE
IONENAUSTAUSCHERHARZEN, DURCH SEDIMENTATION

P. DECKER unp H. HOLLER

Physiologisches Institut dev Tievdrztliichen Hochschule,
Hannover (Deutscliland)

(Eingegangen den 26. Juni 1961)

EINLEITUNG

Die Auftrennung kérniger Materialien in Fraktionen einheitlicher Korngrésse ist in
der Technik eine geldufige Prozedur. Im Zusammenhang mit chromatographischen
Methoden, insbesondere bei der Aminosdurentrennung an Ionenaustauschern, haben
Klassierungsverfahren auch im Laboratoriumsmasstab Bedeutung erlangt. Die
Aufteilung durch Sieben hat hierbei u.a. den Nachteil, dass pulvriges Material
infolge Adhision an gréberen Kérnern nur unvollstindig abgetrennt wird. Zweck-
méssiger erscheinen in dem hier interessierenden Korngréssenbereich von ro-100u @
die Sedimentationsverfahren. Soll jedoch tiber die Abtrennung von kolloidem Material
hinaus eine Auftrennung in definierte Korngrossen erzielt werden, so ist ein fraktio-
nierendes Verfahren erforderlich.

Zwei derartige Verfahren sind uns aus der Literatur bekannt geworden. So ver-
wendeten BEHRENS UND MARTI! zur Fraktionierung von Leukocyten durch Sedimen-
tation (unter Zuhilfenahme der Zentrifugalkraft) folgendes Verfahren, das sich (ohne
Zentrifugieren) auch auf andere Klassierungsaufgaben ausdehnen lédsst: Man ldsst das
Gemisch in dem r. einer Reihe von Gefidssen nur so lange sedimentieren, dass sich nur
ein Teil der Suspension absetzt, giesst in ein 2. Gefidss ab, suspendiert das Sediment
im 1. Gefiss mit neuer Fliissigkeit, ldsst in beiden Gefidssen erneut die gleiche Zeit
sedimentieren, worauf das 2. in ein 3. und das 1. in das 2. dekantiert, das 1. wieder
aufgefiillt und entsprechend weiter verfahren wird. Das Resultat dhnelt in seinem
Ergebnis der Fraktionierung von Substanzgemischen zwischen zwei Phasen nach
dem Gegenstromverfahren. Dabei entspricht einem ‘“Verteilungsverhéltnis’’ von x:0
zu Gunsten des Sedimentes ein Material, das in der gewihlten Sedimentationszeit
oder in einer kiirzeren Zeit sich vollstindig absetzt. Der Fralktion, die in dieser Zeit-
spanne nur etwa die Hilfte der Sedimentationsstrecke zuriicklegt und von der
somit nur die Hilfte ins Sediment gelangt, entspricht ein Verteilungsquotient von
I:I, usw. . : _

Das zweite, von HaMIiLTON?2 beschriebene Verfahren beruht auf der Flotation
im aufsteigenden Fliissigkeitsstrom in einem konischen Gefdss, wobei mit zunehmen-
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der Strémungsgeschwindigkeit immer grébere Teilchen tiberspiilt werden. SCHWERDT-
FEGER® benutzte fiir das HaMILTON’sche Verfahren eine Schlimmapparatur nach
KorPEckYy-KRrRAUss% 5,

Wir haben beide Verfahren zur Klassierung von Ionenaustauschern fiir die
Aminosdurentrennung angewendet. Das Verfahren nach HaAMILTON erfordert einigen
Aufwand zur Erzielung einer genau definierten und konstanten Strémungsgeschwin-
digkeit und sehr grosse Mengen an aqua dest. Bei Belastung mit grésseren Mengen
Ausgangsmaterial beobachteten wir Stérungen durch Konvektion, die den Trenneffekt
stark herabsetzten. Diese Instabilitéat macht sich besonders im Gebiet absteigender
Korngrossenhdufigkeiten gegen Ende des Trennvorganges bemerkbar. Wahrschein-
lich deswegen, weil die Suspension, die durch die divergente Strémung in einer gewis-
sen Hohe in der Schwebe gehalten wird, ein grdsseres spezifisches Gewicht besitzt als
die darunter liegenden Schichten, welche geringere Mengen an suspendierten Teilchen
enthalten.

Das Verfahren von BEHRENS UND MARTI? besitzt eine optimaleTrennleistung fiir
die Fraktionen, welche in der gew#hlteh Zeit etwa zur Hilfte sedimentieren. Frak-
tionen, die fiir vollstindige Sedimentation weniger als die gewihlte Zeit erfordern,
werden dagegen iiberhaupt nicht getrennt, und fiir Fraktionen mit wesentlich
lingerer Sedimentationszeit nimmt ebenfalls der Trenneffekt sehr rasch ab. Dieser
Mangel wird verschirft durch die Tatsache, dass die Sedimentationsgeschwindigkeit
mit dem Quadrat der Korngrdsse abnimmt.

Wir haben daher ein anderes Verfahren entwmkelt bei welchem wir gerade von
der ‘Tatsache Gebrauch machen, dass bei einer bestimmten Sedimentationszeit alle
Teilchen oberhalb einer bestimmten Teilchengrdsse vollstindig sedimentieren.
Hierbei verfahren wir dusserlich dhnlich wie bei BEHRENS UND MARTI'S Gegenstrom-
verfahren, dndern jedoch von Gefidss zu Gefdss die Sedimentationszeit. Man kann
daher die Methode als Zeitgradientenverfahren bezeichnen.

METHODIK

Beschreibung des Zeitgradientenverfahrens v
Wir arbeiten mit einer Reihe von 1-1 Becherglisern (hohe Form), aus denen wir zu ge-
gebenen Zeiten das nicht sedimentierte Material in das jeweils néchste Glas dekan-
tieren. Dabei wird einerseits. fiir jedes Glas die Sedimentationszeit dé¢) bei jedem
Durchgang konstant gehalten, andererseits wird von Glas zu Glas eine zunehmende
Sedimentationszeit gewihlt: (d¢qy << dz¢+1). Dies wird dadurch erreicht, dass in
jedem der Gliser der Reihe zu einem df¢) Minuten vor der Dekantation liegenden
Zeitpunkt die Suspension durch Umriihren aufgewirbelt wird. Dadurch sammeln
sich in den Gldasern #, (# — 1) . .. 2, und 1 die in d¢,, dé¢(s-1), . . . d¢p, und dzz Minuten
gerade vollstindig sedimentierenden Fraktionen an. ' '

Fiir den ersten Durchgang wird das Rohmaterial in Glas 1 suspendiert, bis zur
Zeit (t;— d¢,) umgeriihrt und zur Zeit ¢, in das zweite Glas dekantiert. FFiir den zweiten
Durchgang wird Glas r mit neuem Wasser aufgefullt dann Glas 2 zur ZeltA to—ditz und
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darauf Glas 1 zur Zeit ¢; — d¢; umgeriihrt und zur Zeit £, nacheinander Glas 2 in Glas 3
und Glas 1 in Glas 2 dekantiert. Entsprechend erfolgen die weiteren Durchginge

(Zeitschema Tabelle I).
Beim letzten (#-ten) Durchgang wird der nicht sedimentierte Anteil im letzten

TABELLE I

ZEITSCHEMA
Aufrithren zur Zeit ¢, — d#;; Dekantieren zur Zeit ¢,.

' Durchgang
Glas Nr.
I 2 3 ‘ N—x n
2 to——d12 to-—-dt2 to—dta to-—dt2
3 : to——dt3 I‘-o—dta to—dta
—1x to—dtn_l to—"'dt“_l
n to—‘dt %

(n-ten) Glas in ein Vorratsgefiss dekantiert oder verworfen. Das ¢-te Glas wird also
jeweils zur Zeit ty— dé; umgeriihrt und zur Zeit ¢, in das (¢ 4 1)-te Glas dekantiert.

Nach diesem ‘“‘Anfahren’’ des Sedimentationsvorganges tiber »# Gliser in »
Durchgingen ist zwar das im 1. Glas angesammelte grobe Material mit der Sedimen-
tationszeit d¢, # mal und das Material im 2. Glas mit der Sedimentationszeit zwischen
d¢, und d¢, (# — 1) mal dekantiert und von allen feinen Anteilen befreit worden. Das
Material im #-ten Glas wurde jedoch nur einmal dekantiert und enthilt daher ebenso
wie die unmittelbar vorhergehenden Gliser, die nur wenige Male dekantiert waren,
noch feineres Material. Zur Vervollstindigung der Trennung wird daher das Um-
riihren und Dekantieren genau nach dem Schema des #-ten Durchganges noch » mal
(5—~10 mal) wiederholt. Eine Variante des Verfahrens besteht darin, nach ingesamt «
Durchgédngen das Wiederauffiillen des ersten Glases zu unterlassen. Dann bleibt beim
(2 + 1)-ten Durchgang das 1. und beim (a -~ ¢)-ten Durchgang das erste bis ¢-te Glas
leer, bis nach insgesamt # -+ & Durchgéingen sdmtliche Gldser entleert smd und alle
Fraktionen glemh oft, ndmlich 2 mal, dekantlert smd

Wakhi der S edzmentatwnszezten

Da die Sedimentationszeit annihernd umgekehrt proportional dem Quadrat des
Korndurchmessers ist, ist es zweckmissig, die Sedimentationszeiten d# in etwa
quadratischer Progression zu wihlen, um anndhernd eine lineare Abstufung der
Korndurchmesser zu erzielen. Wihlt man eine geometrische Progression der Sedi-
mentationszeiten (f¢+1) p-t) so resultiert eine geometrische Abstufung der

Korndurchmesser (€¢+1) = I/'\/ pedy).

Material : ,
Zur Anwendung kam eine Fraktion gemahlenes Amberlite IR-120 C/III, die von der
Lieferfirma als Korngréssenbereich von 35 u bis 45 u deklariert war, bei deren Aus-
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messung sich jedoch ein Maximum bei 65 # und wesentlich grossere Streuung (4 16 u)
ergeben hatte. Weitere Verteilungsversuche wurden auch mit Dowex 50X8, 400 mesh
durchgefiihrt, das aus sphérischen Teilchen besteht.

Korngrossenbestimmung

Die Korngrossenverteilung wurde durch Ausmessen von jeweils 50 Teilchen mit
Hilfe eines Mikrometers unter dem Mikroskop ermittelt. Dabei wurde der sogenannte
“Martin’s diameter’”’ d.h. der grésste Querschnitt in einer festgelegten Richtung,
ausgewertet, der unter Vernachlissigung der Asymmetrie der Teilchen als statistisches
Mass fiir den Korndurchmesser benutzt wurde.

ERGEBNISSE

Korngrissenverteilungen
Fig. 1 (A-C) zeigt die mittleren Durchmesser nach einer Fraktionierung von 50-200
ml Harz in jeweils goo ml Wasser (Mittelwerte aus 5 Versuchen, Sedimentations-
héhe 15 cm) bei linearer Abstufung der Sedimentationszeiten, mit # = g und m =
I (A), 6 (B) und 1x (C) Durchgingen. Es ist deutlich zu sehen, wie mit steigendem
m die Korngrosse der letzten Fraktionen infolge der Ausschwemmung feineren Ma-
terials ansteigt und die Steigung der Kurve sich dem aus dem Stokes’schen Gesetz
d(log 4)
d(log t)

Fig. £ (D) zeigt die Verteilung des gleichen Materials nach # = sund m = 5
Durchgingen bei Wahl der Sedimentationszeiten in annédhernd quadratischer Pro-
gression.

zu erwartenden Wert von — 1/2 annihert.
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Fig. 1. Fraktionierungen von Amberlite IR-120 C/III. ’

J. Chromatog., 7 (1962) 392—-399



396 P. DECKER, H. HOLLER

Fig. 2 zeigt die durch Auszidhlen der in Fig. 1 (D) gezeigten Fraktionen er-
mittelten Korngrdssenverteilungen, ihre absoluten Mengen und die Summenkurve,
die der Verteilung des Ausgangsmaterials entspricht.

Fig. 3 zeigt Ausgangsmaterial und Fraktionen von Amberlite IR-120, das nach
dem beschriebenen Verfahren von GRUHN* fraktioniert wurde.

Ausgangsmaterial :
73 el Amberlite JR -120 &/l
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Fig. 2. Korngrossenverteilung nach der Fraktionierung von Amberlite IR-120 C/III (Fig. 1 D).

Streuung

In Fig. 1, Kurve C und D sind die Streuungen der einzelnen Fraktionen eingetragen.
Diese Gesamtstreuungen enthalten die experimentelle Streuung der Methode und die
der theoretischen Fraktionsbreite entsprechende Streuung, die von der Differenz
der Sedimentationszeiten abhidngig ist. Wie sich bei der Verfolgung der Ergebnisse der
einzelnen Durchginge ergab, nimmt die Streuung nach etwa 5-r0 Durchgingen
nicht mehr signifikant ab. Man kommt praktisch zu Streuungen von - 5-10 w,
sofern nicht zu steil abgestufte Sedimentationszeiten gewiihlt werden. In Glas r kann
die Streuung grésser sein, wenn gréberes Material vorliegt, das hier nicht abgetrennt
wird. Da wir mit dem aus sphérischen Teilchen bestehenden Dowex 50X8 keine
signifikant niedrigere Streuung erhielten, scheint der auf der Asymmetrie der Teilchen
zuriickgehende Anteil der Streuung gegeniiber den sonstigen Streuungsursachen ver-
nachldssigbar zu sein.

Kapazitit
Zwischen den mit 50, oo und zoo ml Harz pro goo ml erhaltenen Ergebnissen wurden -
keine signifikanten Unterschiede beobachtet. Bei Verarbeitung grésserer Mengen

* Personliche Mitfeilung, wir dahken Herrn Dr. GRUHN, Institut fiir Tierernihrung der
Friedrich Schiller-Universitit, Jena, fiir die freundliche Uberla.ssung der Aufnahmen.
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Tig. 3. Fraktionierung von Amberlite IR-120. rso-fache Vergrésserung. a: Ausgangsmaterial;
b:¢t = 3min;c:?{ = 4 min; d! ¢ = 12 min.

Rohmaterial, das sich nicht iiber einen zu engen Korngréssenbereich verteilt, lisst
sich die Kapazitit des Verfahrens noch erheblich ausweiten, da man jeweils nach dem
1. und den folgenden Durchgingen erneut Material in Glas 1 zugeben kann und so
das Auftreten allzu grosser Sedimentmengen in einem der Glidser vermeiden kann.
Die Zahl m der Waschungen ist dann entsprechend zu erh&hen.

DISKUSSION

Das angegebene Verfahren gestattet es in recht einfacher Weise, Kornfraktionen
im Bereich von 20-100 4 @ mit einer Streuung von - 5-10 x ohne besonderen appara-
tiven Aufwand zu gewinnen. Die Ausbeute ist praktisch befriedigend. So konnten wir
in nur 5 + 5 Durchgingen trotz der Anwesenheit einer weit tiberwiegenden Menge
Material der benachbarten gréberen Fraktion etwa die Hilfte der uns interessierenden
Fraktion 3 von 40 4 4= 6 u« gewinnen (Fig. 2). Selbstverstéindlich kénnte durch eine
Wiederholung der Verteilung mit den Fraktionen 2z, 4 und 5 auch der gréosste Teil des
Restes gewonnen werden.

In der von uns durchgefiihrten sehr primitiven Art des Dekantierens aus Becher-
glidsern ist nattirlich ein Uberspiilen eines kleinen Teils bereits sedimentierten Mate-
rials nicht ganz zu vermeiden. Dies dussert sich darin, dass die erhaltene Korngrésse
. nicht nur von d¢ abhingt, sondern in geringerem Grade auch mit zuhnehmendem
. ® -+ m ansteigt. Dies ist aus Fig. 1 ersichtlich, wo fiir gleiche Sedimentationszeiten
in der Reihenfolge D (# + m = 5 + 5), A, B, C (# 4+ m = g -+ 11) zunechmende
Korngrossen erhalten wurden. Da der Effekt nicht allzu gross ist, ist es trotzdem

J. Chromatog., 7 (1962) 392—399



398 P. DECKER, H. HOLLER

leicht, auf Grund der Ergebnisse eines Vorversuches nach Auftragung im doppelt
logarithmischen System fiir die jeweils gewlinschten Korngréssen geeignete Sedimen-
tationszeiten auszuwihlen. Unser Gradientenverfahren ist dem Verfahren von
BEHRENS UND MARTI! insofern iiberlegen, als es gestattet, in einem Arbeitsgang
eine Reihe stark verschiedener Korngrossenklassen zu isolieren. Die Streuung
innerhalb der Fraktionen ist im optimalen Bereich mit unserem Verfahren ver-
gleichbar. Gegeniiber dem HaMILTON’schen Verfahren sind die apparative Einfach-
heit und der geringe Zeitaufwand hervorzuheben. Die Streuung bei unseren
Fraktionen entspricht etwa den von HaMILTON? mitgeteilten Werten. Die von
uns nach dem HawmILTON’schen Verfahren erhaltenen IFraktionen wiesen jedoch
eine héhere Streuung auf, da es uns nicht gelang, eine konvektionsfreie Strémung
zu erzielen.

Analysen der sauren und neutralen Aminosiuren in 120 cm-Sdulen unter Ver-
wendung der automatischen Apparatur nach HANNIG2 ergaben an in der beschriebenen
Weise fraktionierten Austauschern erheblich gréssere Trennschirfe als an vorge-

siebtem Material.
ZUSAMMENFASSUNG

Ein einfaches Verfahren zur Fraktionierung von kérnigen Materialien, insbesondere
von Ionenaustauscherharzen, durch Sedimentation wird beschrieben (Zeitgradienten-
verfahren). Die Fralktionierung erfolgt durch wiederholtes Dekantieren in einer
Reihe von Gefissen, wobei, beginnend mit dem letzten Gefiss (dessen Uberstehendes
verworfen wird), jedes Gefidss in das jeweils ndchste dekantiert wird und dann das
erste Gefdss mit Wasser nachgefiillt wird. Bei jedem solchen Durchgang wird in
jedem Gefdss die gleiche Sedimentationszeit eingehalten. Fiir aufeinanderfolgende
Gefidsse wird eine ansteigende Sedimentationszeit gewéidhlt, zweckmaissig in geo-
metrischer oder quadratischer Progression (Zeitgradient). Mit quadratischem Zeit-
gradienten (2-20 min) wurde eine Probe Dowex 50X8, IKorngrdsse 56 -4 16 y, in
eine Reihe linear abgestufter Fraktionen mit Korndurchmessern von 25 w« bis 70 u
und Streuungen von o 5—10 u aufgetrennt.

SUMMARY

A simple sedimentation procedure, called ‘‘time gradient method’’, is described,
which permits a fractionation of granular materials, e.g. ion exchange resins, into
fractions of defined ranges. The fractionation involves repeated decantation using a
series of sedimentation beakers. Starting with the last beaker (the supernatant of
whichis discarded), the unsedimented contents of each beaker are decanted into the fol-
lowing vesseloftheseries. The first beaker is subsequently refilled with distilled water.
The sedimentation time in a given beaker is kept constant throughout the procedure,
but this time is increased in every following beaker (time gradient). A geometric or
quadratic progression of sedimentation times has proved advantageous.

Using a quadratlc time gradient (2—20 min) and z-1 beakers, a 150 ml sa.mple of
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Dowex 50X8 with a mean particle diameter of 56 4 16 # was separated into a series
of fractions of linearly decreasing diameters ranging from 70 u to 25 u with deviations

of 4+ 5-10 u.
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