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CHROMATOGRAPHIE

Ein neues chemisches Arbeitsverfahren

Zur Trennung von Mischungen chemischer
Verbindungen standen dem Chemiker bis vor
20 Jahren zur Hauptsache nur zwei Methoden
zur Verfiigung: Kiristallisation und Destil-
lation. Bei der Kristallisation nutzt man die
Tatsache aus, dall verschiedene chemische
Stoffe sich in einem gewahlten Loisungsmittel
verschieden leicht 16sen. Nachdem man, z. B.
unter Zuhilfenahme von Wirme, eine geséttigte
Losung des Gemisches hergestellt hat, gelingt
es durch Abkiihlung und Verdunstenlassen des
Losungsmittels, den schwerer loslichen Stoff
in Kristallform zu erhalten. Durch mehrfache
Anwendung dieses Vorganges wird man zuletzt
reine Substanzen erhalten, deren Reinheitsgrad
durch Bestimmung des Schmelzpunktes, Siede-
punktes und optischer Eigenschaften gepriift
werden kann. In dhnlicher Weise nutzt man
bei geschmolzenen und fliissigen Verbindungen
die Tatsache des verschiedenen Siedepunktes aus,
um den leichter
fliichtigen Anteil
einer  Mischung
von den schwerer
siedenden Kom-
ponenten zu tren-
nen. Diese altbe-
wéahrtenVerfahren
haben aber ihre
Nachteile: Wenn
die Loslichkeits-
verhéltnisse sehr
dahnlich sind, oder
die  Siedepunkte
sehr mnahe bei-
sammen liegen, ist
die Methode un-
moglich oder ar-
beitet so langsam,
dafl die Ausbeute
zu gering wird.
Auch dann, wenn
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Durchldcherte
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Abb. 1. Ein derart einfacher

Apparat erlaubt bei Anwendung Subs}:anzen ERLR

der richtigen Adsorptionsmittel Verfiigung Stehef‘l,

auch schwierige Trennungen lassen sich die
durchzufiihren klassischen  Ver-
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fahren nur schwer anwenden. Fast immer, wen
die alten Methoden versagen, kann die Chroms.
tographie das Trennungsproblem 16sen helfe,

Das Prinzip der Chromatographie

Man kann sich am besten mit Hilfe eme
einfachen Grundversuchs einen Begriff von dq

chromatographischen Methode machen: 0,1

kaufliches Wasserblau und 0,1 g Auramin wer
den in 100 cm3 destilliertem Wasser gelist.
Die entstandene griine Mischfarbe soll wieds
in die beiden blauen und gelben Komponente
zerlegt werden. Dieses mit herkémmliche:

Methoden fast unlésbare Problem wird spielent
bewiltigt, indem man eine Glasrohre von etw|
3 em innerem Durchmesser, die sich am untere
Ende verjiingt und dort mit Glaswolle ver
schlossen ist, mit feinpulverisierter Tonerk
(Al,0;) moglichst dicht packt. Durch diese vo-
bereitete Sdule 148t man das Farbgemis
langsam durchsickern, wobei man zu ober
noch ein passendes Filterpapier auflegen kanm
damit die Tonerde beim Eingieen nicht aufg
withlt wird. Die beiden Farbstoffkomponente
des Gemisches werden in der Siule verschied:
stark adsorbiert, d.h. zuriickgehalten. Gl
man Wasser nach, so wandert das Wasserblu
viel schneller nach unten, wihrend das Aurani
sich in einer oberen Zone anreichert. Dies!
Vorgang der vélligen Trennung wird B
wickeln” genannt. Das Entwickeln geht v
schneller, wenn man an Stelle von Was
909igen Alkohol verwendet. Man erhilt ¥
zwei vollig getrennte farbige Zonen in @
Séule. Jetzt wird der ganze Tonerdepfroptt
aus dem Glasrohr herausgestoBen, mechani
getrennt und aus jeder der beiden farbigt
Zonen der Farbstoff mit einem geeignet®
Losungsmittel herausgelést. Damit st e
Trennung beendet und auch der Name Clr
matographie, ,, Farben-Aufzeichnung¢, fiir d
Methode wird verstidndlich. Eingefiihrt wrt

sie in die Wissenschaft durch den russischff ,
Botaniker Michael Semonovich Tswett 15

bis 1919, welcher von 1902 bis 1906 mit i
Hilfe Pflanzenfarbstoffe, besonders Chlor

phylle trennte. Aber es dauerte bis zum Jabt
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1931, dafl die Methode wieder aufgegriffen
yurde. In rascher Folge wendeten sie zahl-
eiche Forscher auf immer neuen Gebieten an,
o daB heute viel Abarten und Verbesserungen
er Methode im Gebrauch sind.

Die Apparate fiir die Chromatographie:

An Stelle gewdhnlicher Glasréhren traten
Kolonnen, welche unten geoffnet werden kon-

Ab. 2. Die von T'swett gebaute Einrichtung, wm mit Hilfe

dr Pumpe P in dem Rohre D einen Uberdruck zu

meugen. An diesem Rohr waren seine Chromatographie-

dpjarate angeschlossen. Der Uberdruck bewirkt ein

uscheres Filtrieren. Das Manometer M gestatiet die
Messung des Uberdruckes

ien, so dafl man ein siebartig durchléchertes
Porzellanpléttchen und eventuell auch noch
filterpapier einlegen kann, bevor man daran-
eht, das adsorbierende Material einzufiillen.
fin Hahn am unteren Ende gestattet, die
furchlaufende Fliissigkeit in getrennten Por-
imen aufzufangen. Heute werden die Sdulen
meistens auf Biichner-Flaschen aufgesetzt
(Abb. 1), deren seitlicher Arm ein Ausweichen
ler ausgetriebenen Luft gestattet. Da die
Durchlaufgeschwindigkeit manchmal sehr ge-
ng ist, kann man am seitlichen Arm auch
nit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe einen Unter-
lmick erzeugen, was zu einer Beschleunigung
les Chromatogramms fithrt. Tswett versuchte,
lie Durchlaufgeschwindigkeit durch Anwen-
fing von Uberdruck zu erzielen, wobei er eine
keine Luftpumpe verwendete (Abb.2). Auch
lieser Gedanke wurde von modernen For-
shern aufgegriffen und komplizierte Ventile
i oberen Ende der Rohre angeschlossen, um
i storungsfreies Arbeiten zu gewdhrleisten.
DPF einfachste Weg ist allerdings derjenige,
lie Kolonne entsprechend hoch zu wihlen, so
d_ﬁﬂ der hydrostatische Druck der Fliissigkeits-
tile ausgenutzt werden kann. Dieses Ver-
fia‘hren hat aber den Nachteil, ‘dafi die Glas-
thren sehr unhandlich werden und daB das
Efnfiiﬂen des adsorbierenden Materials mithsam
rd, denn nur eine gleichmiBig gepackte
Kolonne gibt schon getrennte Substanzen.
T den hiufigsten heute verwendeten adsor-
bierenden  Massen gehoren Aluminiumoxyd,

fein verteilter geloschter Kalk, Kalzium-
karbonat, Kalziumsulfat, Magnesiumoxyd, So-
da, Talk, Bleich- und Fullererde, Inulin,
Stiarke, Puderzucker, Milchzucker, Zellulose
sowie Kunstharze. Es ist selbstverstdndlich,
daBl nur solches Material als Fillung fir die
Saulen verwendet werden darf, das weder mit
den zu trennenden Substanzen, noch mit den
Losungsmitteln reagiert. Auch der Sduregrad
(das pH) der Losungen mul} genau beachtet und
unter Umstidnden durch Zusitze von Puffer-
substanzen reguliert werden.

Das Entwickeln des Chromatogramms:

Nur in den seltensten Féllen wird der Ad-
sorptionsunterschied zwischen den zu trennen-
den Substanzen so grofl sein, dafl sie schon
von Anfang an sich in deutlich getrennten Zo-
nen der Sdule ablagern (Abb. 3 ¢). Oft mul} ent-
sprechend lange mit passenden Losungsmitteln
nachgewaschen werden (Abb. 3 b). Durch dieses
,,Entwickeln” riicken die Zonen der zu tren-

a b [

Abb. 3. Verschiedene Stadien der Entwicklung eines
Chromatogramms. Bei a) sind die Zonen der Che-
mikalien 1, 2 und 3 noch nicht villig gelrennt. Beib) ist
die Trennung abgeschlossen, so dafi man die Fiilllung
der Kolonne auf mechanischem Wege isolieren konmnte.
Bet ¢) st die Entwicklung so lange weitergefiihrt bis
der Stoff 3 mit der gréften Wanderungsgeschwindiglest
vollig ausgewaschen tst. ,,Durchlauf-Chromatographie”
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Abb. 4. Oben Ringchromatogramm von kduflichem Eosin, entwickelt mit 90%, Alkohol.

Links Untersuchung von Perubalsam. Der echte Balsam zeigt vier braune Zonen

im  Chromatogramm, der synthetische dagegen mnur zwei. Rechis Chromatogramm

von Alpenbutter, gelost in Benzol. Im Tageslicht lassen sich nur vier Zonen unter-
scheiden, im Ultraviolett dagegen sieben
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nenden Stoffe 1, 2, 3 immer weiter auseinander.
Es leuchtet sofort ein, daf} sich diese Tatsache
auch in der Form ausnutzen ldBt, daB man
solange weiterwischt, bis die erste der Sub-
stanzen unten aus der Kolonne herausfliet
(Abb. 3 c). In diesem Fall spricht man nicht
mehr von Entwickeln, sondern von ,,Aus-
waschung”” und erhélt ein | fliissiges Chromato-
gramm”. Man kann beliebig viele Fraktionen
getrennt auffangen, was von Vorteil ist, wenn
man es mit mehreren Bestandteilen zu tun hat.
Zur Beschleunigung des Vorganges bewihrt
sich hdufig ein Wechsel im Auswaschungs
mittel, sobald die erste Substanz abgeflossen

ist. Den am ldngsten verbleibenden Stoff kann

man zum SchluB mit einem sehr kraftigen
Losungsmittel extrahieren. Die am héufigsten
gebrauchten Losungsmittel sind: Petroldther,
Benzin, Benzol, Schwefel-Kohlenstoff, Chloro-
form, Tetrachlorkohlenstoff, Ather, Methyl-
alkohol, Athylalkohol und Azeton, wihrend
die Auswaschung in der Regel mit Alkoholen,
Azetonen, Ather, Pyridin oder Ammoniak-
oder Piperidinlésungen erfolgt.

Das Chromatographieren farb-
loser Substanzen:

Im Prinzip ist die Chromatographie auch fiir
farblose Stoffe geeignet, wenn es gelingt, sich
ein Bild zu machen, wo die Anreicherungs-
grenzen zu finden sind. Die einzelnen Forscher
haben hierfiir ganz verschiedene Mittel aus-
gearbeitet, z. B. kann man die Siule heraus-
stolen und durch Tiipfelreaktionen die einzelnen
Zonen lokalisieren. Sucht man einen ganz be-
stimmten Stoff, so fiihrt man mit dem reagens-
getrinkten Pinsel einen Lé#ngsstrich und sieht
dann sofort, in welcher Zone die Reaktion
positiv ist. Fiir die Weiterverarbeitung kratzt
man die verunreinigte Oberflichenstelle ab
und 16st aus der streng begrenzten Zone die
gewiinschte Verbindung heraus. Haufig zeigen
farblose Substanzen im ultravioletten Licht
deutliche Fluoreszenzen, so daB man die ge-
suchte Zone unter der Quarzlampe sofort ab-
grenzen kann. Auch bei Chromatogrammen
gefirbter Substanzen empfiehlt es sich, stets
auch das Aussehen unter der Quarzlampe zu prii-
fen, weil so oft noch Stoffe entdeckt werden,
die sich sonst dem Nachweis .entziehen kénn-
ten (Abb. 4, farbig). Auch das vorhin erwihnte
f}tissige Chromatogramm 148t sich auf farblose
ﬁubsta,nzen anwenden, indem man laufend
Kleine Portionen auffingt und vorweg analy-
slert, wobei auch spektralanalytische Methoden

geeignet sein konnen. Alle Fraktionen, welche

den gewiinschten Stoff enthalten, werden nach-
her gemeinsam verarbeitet. Sollte eine Uber-
gangsfraktion eine Mischung zweier Stoffe ent-
halten, so kann man sie je nach den Umsténden
verwerfen oder nochmals einem Trennungs-
verfahren unterziehen.

Die Ringmethode:

Wenn ein Forscher ein neues Problem mit
Hilfe der Chromatographie Iosen will, han-
delt es sich zuerst darum, festzustellen, welches
adsorbierende Mittel und welche Waschfliissig-
keit den besten Erfolg versprechen. In diesem
Fall wire es sehr umstidndlich, zahlreiche
Probekolonnen zu laden. Auf eine Glasplatte
(alte saubere Photoplatte) streut man ein
wenig von dem zu priifenden adsorbierenden
Mittel und prelit eine zweite Glasplatte mit
einem kleinen Loch in der Mitte darauf. Durch
das Loch gibt man einen Tropfen der zu tren-
nenden Mischung wund anschliefend einige
Tropfen des fraglichen Losungsmittels dazu.
An Hand der sich bildenden Ringe bekommt
man sofort einen Eindruck, ob die Wan-
derungsgeschwindigkeit der verschiedenen Stoffe
geniigend groBle Unterschiede aufweist, so daf}
das Verfahren in der Sdule Erfolg verspricht
(Abb. 4, farbig).

Die Papierchromatographie:

In allen den Fillen, wo es sich darum handelt,
aus einer Mischung von wenigen Kubikzenti-
metern einzelne Substanzen zu isolieren, die
oft nur in winzigen Spuren vorkommen, hat
sich eine glinzend durchdachte Abart der
Chromatographie bewdhrt. Wenige Tropfen
der zu priifenden Substanz werden auf einem
rechteckigen Filtrierpapierstreifen in der Nihe
der oberen linken KEcke angebracht. In einer
geschlossenen Kammer, welche mit dem Dampf
des Losungsmittels oder allfilliger ,,Entwick-
ler* gesittigt ist, erfolgt die Auswaschung des
Fleckens in der Richtung senkrecht nach
unten (Abb. 6 a). Nach wenigen Stunden hat
sich die Mischung in einzelne Komponenten
getrennt (Abb. 6 b).

Handelt es sich bei den nachzuweisenden
Verbindungen um farbige Stoffe, so kann man
sie direkt identifizieren, sind es ungefirbte
Verbindungen, so konnen sie durch Tiipfel-
reaktionen nachgewiesen werden, oder man
schneidet die einzelnen beladenen Zonen aus
dem Papier aus und unterzieht sie einer che-
mischen Analyse. Handelt es sich von vorn-
herein um eine begrenzte Zahl von mdoglichen
Stoffen, so kann man auch den Versuch unter
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gleichen Bedingungen wiederholen unter Ver-
wendung der Testsubstanzen und sieht dann
genau, wo sich jede einzelne Verbindung auf
dem Papierstreifen auffinden 14Bt. Sollte sich
herausstellen, daf3 einzelne Flecken nicht von
einer einzigen Substanz gebildet werden, so
dreht man den Streifen um 90° und entwickelt
ihn mit einem anderen Losungsmittel noch
weiter (Abb. 6 ¢), so dal ein zweidimensionales
Papierchromatogramm entsteht, in welchem
jeder Stoff durch zwei Koordinaten (Abstand
vom oberen und vom linken Rand) charak-
terisiert ist. Besonders elegant wirkte sich
diese Methode bei der Analyse der Assimilation
der griinen Pflanzen aus, indem die betreffenden
Forscher unter Leitung von Prof. Dr. M. Calvin,
Berkeley, den Pflanzen radioaktiven Kohlen-
stoff zur Assimilation zur Verfiigung stellten.

Die von den Versuchspflanzen gebildeten Assi-
milate wurden chromatographiert und durch
Auflegen von Photopapier auf die trockenen
zweidimensionalen Chromatogramme konnten
direkt Schwirzungsbilder der Verteilung der
einzelnen Verbindungen erhalten werden. Die
Intensitdt der Schwérzung gab sogar noch
einen Mafstab fiir die Mengenverhéltnisse der
Assimilate. Die geschilderten Papierchromato-
gramme haben den einzigen Nachteil, dafl die
erhaltenen Quantititen so gering sind, daB
sich das Verfahren nicht zur Reinherstellung
einzelner Stoffe eignet; doch kann man sich so
helfen, daB - man Filtrierpapierstreifen zick-
zackformig faltet und an Stelle eines Adsorp-
tionspulvers damit eine Sdule fiillt. Dann
entwickelt man das Chromatogramm und nach-
her faltet man das Filtrierpapier auseinander.

Diejenigen Lagen, welche den gesuchten Stof
enthalten, kénnen mit geeigneten Mitteln ey
trahiert werden und man gewinnt so geniigeni
groBe Mengen, um z. B. eine neu entdeckt
Verbindung genauer durch ihr Molekula.
gewicht, den Schmelzpunkt, Siedepunkt un
die optischen Eigenschaften definieren n
konnen.

An dieser Stelle sei daran erinnert, di
Papier-Chromatogramme etwas ganz &hnliche
sind wie die eine Zeitlang sehr héufig durc
. gefiithrte Kapillaranalyse, welche besonders i
der Homdopathie zur Untersuchung von Witk
stoffen der Pflanzenextrakte mit und ohn
ultraviolettem Licht angewendet wurden (M
daus). Wihrend aber bei der Kapillaranalys
der Filterpapierstreifen einfach .in die zu pri
fende Losung hineingehéingt wird, wobei durd
kapillares Aufsteigen der Stoffe eine gewis
Zonierung der Stoffe zustande kommt, trit
bei der Chromatographie als wesentlich neuw
Faktor die anschlieBende Entwicklung ds
Chromatogramms hinzu, welche erst richty
gestattet, die einzelnen Stoffe getrennt n|
erhalten. -

Chromatographische Trennun

von (Gasen:

Da sich aufler Flussigkeiten und geldste
Stoffen auch Gase an geeignete Substanz
adsorbieren lassen, wurde die Chromatographt
mit Erfolg auch fiir die Trennung von Gase
herangezogen. Die Adsorptionssidule wird i
diesem Fall als U-férmig gebogenes Rilr
konstruiert, das mit Kohle oder Kiesely
gefiilllt ist. Als Spiilmittel verwendet ma
nicht eine Fliissigkel,
sondern reines Wassr

stoffgas, welches i
leichtem  Uberdruc
aus einer  Vorratt
flasche (Standbomi
mit  Reduziervent!
d austritt. Die gront

j legenden Versuche v

1o e @ir 0

a b

Abb. 5. Zweidimensionale Paprerchromatographre
a) Die zu priifende Mischung wird links oben angesetzt und nach wunten entwickelf.
b) Bei der Entwicklung ergaben sich acht getrennte Zonen.
gramm wurde in der zweiten Dimension mit einer anderen Liésung entwickelt,
wobei sich herausstellte, dafi einzelne Flecken der Abb. b vom mehreren deutlich
trennbaren Verbindungen herrihren

E. Cremer und R. Mt
ler (Innsbruck) habe
gezeigt, dafB es pri
tisch ist, fiir
Trennung von Ga¥
ein Verfahren am’
wenden, das sich o
der  Durchlauf-Chr
matographie vergt
chen 1iaBt, d.h. n¥

¢) Das Chromato-
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fingt die einzelnen FKraktionen getrennt auf,
nachdem das Gas die ganze Sidule durchwandert
hat. Bisher wurden Genauigkeiten von 0,01 mgr
erreicht, doch diirfte diese Methode noch weiter
qu verbessern sein.

Anwendungsgebiete:

Um einen Begriff von der Wichtigkeit der
Chromatographie zu geben, seien zum Schlull
einige derjenigen Arbeitsgebiete erwdahnt, wo
diese neue Methode ihre groBten Triumphe
feiert. Aus der Farbstoffanalyse ist die Chro-
matographie nicht mehr wegzudenken. Aufler
den schon erwidhnten griinen und gelben Pflan-
zenfarbstoffen (Chlorphylle, Xantophylle) wur-
den besonders die roten und gelben Karotinoide
chromatographisch erforscht. Auch die Rein-
darstellung von Vitaminen gelang auf diesem
Wege. Das zur normalen Blutgerinnung un-
entbehrliche Vitamin K ist im Ausgangsstoff nur
in einer Verdiinnung von weniger als 0,001 Ge-
wichtsprozent enthalten und doch gelang mit
der Chromatographie seine Anreicherung. KEt-
was ganz dhnliches gilt fiir die zahlreichen und
stindig wichtiger werdenden Antibiotika. Bei
der Gewinnung der verschiedenen Abarten von
Penicillin, Aureomycin, OGrisein usw. erfolgt
heute die Reinigung fast ausschlieflich auf
chromatographischem Wege. So gelang es, die
durch Beimengungen bewirkte Giftigkeit dieser
Medikamente herabzusetzen und damit die
Vertriiglichkeit zu steigern. Auch krebserzeu-
gende Stoffe, z. B. aus Teer oder Mineralblen,

wurden so der Forschung zuginglich gemacht.
Eines der Hauptanwendungsgebiete fiir die
Papierchromatographie ist die Analyse der
Eiweillbausteine,  der sogenannten Amino-
siuren. In den entsprechenden Fachinstituten
werden heute schon zweidimensionale Chro-
matogramme verwendet, welche es gestatten,
60 verschiedene Aminosduren voneinander zu
unterscheiden. Die zur Analyse noétige Fliissig-
keitsmenge betrigt nur noch etwa !/;, cm3, was
bei der Ausnutzung der Methode fiir klinische
und diagnostische Zwecke von hochster Be-
deutung ist. In der Untersuchung von Lebens-
mitteln und Getrinken gibt es kaum rascher
arbeitende Verfahren; besonders den Wein-
panschern kann mit chromatographischen Ana-
lysen das Handwerk gelegt werden. In Ver-
bindung mit Kunstharz-Ionen-Austauschern
1aBt sich die Chromatographie auch auf die
Analyse anorganischer Verbindungen anwenden.
Insbesondere die Trennung seltener Erden oder
die Ausscheidung von stérenden Beimengungen
in einem gewdhnlichen Analysengang ist dem
modernen Chemiker jetzt mit einfachen Mitteln
moglich. Neben diesen analytischen Anwen-
dungsgebieten hat sich die Chromatographie
aber bereits ihren Platz unter den pridparativen
Methoden erobert, indem es gelingt, durch
entsprechende Dimensionierung der Kolonnen
auch groBere Stoffmengen zu isolieren, und so
sind heute schon zahlreiche Chemikalien im

‘Handel, die ihre Reindarstellung diesem neuen

Hilfsmittel verdanken.

Einfarbenspiegel flir Fernsehen

Spezialspiegel, die nur Licht einer bestimmten
Spektralfarbe reflektieren, werden im Farbfernsehen
ler Zukunft eine groBe Rolle spielen. In den USA.
murden bereits derartige Spiegel in der Weise herge-
stellt, daB die Glasplatte im ,,Vakuumofen¢ eine
ttrem diinne Metallauflage erhilt. Es handelt sich
labei um eine derzeit noch geheimgehaltene Metall-
Terbindung, die durch Erhitzen mit elektrischem
Strom zum Verdampfen gebracht wird und im Vakuum
awf dem Spiegelglas in sehr gleichmiBig diinner
Schicht kondensiert.

Von der Stirke dieser Metallauflage hingt es ab,
Velche Lichtwellen der Spiegel zuriickwirft. Ein

DK 535.313-2: 621.397
blauer Reflex wird durch eine Metalldicke wvon

rund 0,15 Millionstel Zentimeter — das entspricht
ungefiihr 3/, der Wellenlinge des blauen Anteils —
hervorgerufen. Die dickste Metallschicht ist fiir Rot
erforderlich.

Im Sender nehmen die Einfarbenspiegel das farbige
Bild auf, wie es die Kamera empfingt, und zerlegen
es in seine drei Grundfarben. Diese werden in der
richtigen Reihenfolge an die Empfangsstation weiter-
gegeben, wo sie durch einen zweiten Satz gleicher
Spiegel wieder zusammengesetzt werden, so daBl auf
dem Schirm das Bild wieder in seinen natiirlichen
Farben erscheint.

223



	Chromatographie : ein neues chemisches Arbeitsverfahren

