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CHROMATOGRAPHIE
Ein neues chemisches Arbeitsverfahren Fora ZV. Jfa.r JVei-/SWzer, Z/wl®]

Zur Trennung von Mischungen chemischer
Verbindungen standen dem Chemiker bis vor
20 Jahren zur Hauptsache nur zwei Methoden
zur Verfügung : Kristallisation und Destil-
lation. Bei der Kristallisation nutzt man die
Tatsache aus, daß verschiedene chemische
Stoffe sich in einem gewählten Lösungsmittel
verschieden leicht lösen. Nachdem man, z. B.
unter Zuhilfenahme von Wärme, eine gesättigte
Lösung des Gemisches hergestellt hat, gelingt
es durch Abkühlung und Verdunstenlassen des

Lösungsmittels, den schwerer löslichen 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 geprüft
werden kann. In ähnlicher Weise nutzt man
bei geschmolzenen und flüssigen Verbindungen
die Tatsache des verschiedenen Siedepunktes aus,

um den leichter
flüchtigen Anteil
einer Mischung
von den schwerer
siedenden Kom-
ponenten zu tren-
nen. Diese altbe-
währtenVerfahren
haben aber ihre
Nachteile: Wenn
die Löslichkeits-
Verhältnisse sehr
ähnlich sind, oder
die Siedepunkte
sehr nahe bei-
sammen liegen, ist
die Methode un-
möglich oder ar-

Zur Wassersfrahlpumpe "bôifcôt SO lä/Il^SctlTL,

daß die Ausbeute
zu gering wird.
Auch dann, wenn
nur Spuren von
Substanzen zur
Verfügung stehen,
lassen sich die
klassischen Ver-

Säule mif dem AdsorpMonsmifte'

Glaswolle

Durchlöcherhe
Porzellanscheibe

Hahn

Büchnerflasche

A66. I. Am derart eira/ac&er

Apparat ertaubt bei Attieeudu»;/
rfer ncbtij/ew AtfeorpiicmsraiSel
aucb. sc7tit)ierig'e ÎYerammg'eK

durcbzM/übrera

DA' 545.S4# : GG.067Ü

fahren nur schwer anwenden. Fast immer, wenn

die alten Methoden versagen, kann die Chroma-

tographie das Trennungsproblem lösen helfen.

Das Prinzip der Chromatographie:
Man kann sich am besten mit Hilfe eines

einfachen Grundversuchs einen Begriff von der

chromatographischen Methode machen: 0,1g

käufliches Wasserblau und 0,1 g Auramin
den in 100 cm® destilliertem Wasser
Die entstandene grüne Mischfarbe soll wieder

in die beiden blauen und gelben Komponenten
zerlegt werden. Dieses mit herkömmlichen
Methoden fast unlösbare Problem wird spielend

bewältigt, indem man eine Glasröhre von et«
3 cm innerem Durchmesser, die sich am unteren

Ende verjüngt und dort mit Glaswolle Ter-

schlössen ist, mit feinpulverisierter Tonerde

(AI2O3) möglichst dicht packt. Durch diese vor-

bereitete Säule läßt man das Farbgemisdi

langsam durchsickern, wobei man zu obere!

noch ein passendes Filterpapier auflegen kann,

damit die Tonerde beim Eingießen nicht
wühlt wird. Die beiden Farbstoffkomponentei.
des Gemisches werden in der Säule verschiede!,

stark adsorbiert, d. h. zurückgehalten. Gießt

man Wasser nach, so wandert das Wasserblai

viel schneller nach unten, während das Auramii

sich in einer oberen Zone anreichert. Die.«

Vorgang der völligen Trennung wird „En!-

wickeln" genannt. Das Entwickeln geht ré

schneller, wenn man an Stelle von Was«

90%igen Alkohol verwendet. Man erhält 9

zwei völlig getrennte farbige Zonen in de

Säule. Jetzt wird der ganze Tonerdepfropf«

aus dem Glasrohr herausgestoßen, mechanise

getrennt und aus jeder der beiden farbig«

Zonen der Farbstoff mit einem geeignet«

Lösungsmittel herausgelöst. Damit ist 4

Trennung beendet und auch der Name CI»

matographie, „Farben-Aufzeichnung", für dies

Methode wird verständlich. Eingeführt w*
sie in die Wissenschaft durch den russisch«

Botaniker Michael Semonovich Tswett F-

bis 1919, welcher von 1902 bis 1906 mit 1»

Hilfe Pflanzenfarbstoffe, besonders Cid»

phylle trennte. Aber es dauerte bis zum Jd"
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1931, daß die Methode wieder aufgegriffen
wurde. In rascher Folge wendeten sie zahl-
reiche Forscher auf immer neuen Gebieten an,
so daß heute viel Abarten und Verbesserungen
der Methode im Gebrauch sind.

Die Apparate für die Chromatographie:
An Stelle gewöhnlicher Glasröhren traten

Kolonnen, welche unten geöffnet werden kön-

.166.2. Die «ore Psmell gre&arele Pireric7tlre?î<7, rem mil RiZ/e
der Pimpe P ire dem Po7tre D eireere P&erdrreci; zre

erzeuge». Are diesem Po7er rerarere seiree C7iro-/reaZog'rap7ïie-

.IpjwaZe aregrescAZossere. Der Dberdrwci: fterereri:! eire

rarieres Pillrierere. Das Ifareomeler ikf geslallel die
iKessrerejr des Z7&erdntcK'es

nen, so daß man ein siebartig durchlöchertes
Porzellanplättchen und eventuell auch noch
Filterpapier einlegen kann, bevor man daran-
geht, das adsorbierende Material einzufüllen.
Ein Hahn am unteren Ende gestattet, die
durchlaufende Flüssigkeit in getrennten Por-
tionen aufzufangen. Heute werden die Säulen
meistens auf Büchner-Flaschen aufgesetzt
(Abb. 1), deren seitlicher Arm ein Ausweichen
der ausgetriebenen Luft gestattet. Da die
Durchlaufgeschwindigkeit manchmal sehr ge-
ring ist, kann man am seitlichen Arm auch
mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe einen Unter-
druck erzeugen, was zu einer Beschleunigung
des Chromatogramms führt. Tswett versuchte,
die Durchlaufgeschwindigkeit durch Anwen-
lung von Überdruck zu erzielen, wobei er eine
kleine Luftpumpe verwendete (Abb. 2). Auch
dieser Gedanke wurde von modernen For-
Schern aufgegriffen und komplizierte Ventile
Mi oberen Ende der Röhre angeschlossen, um
du störungsfreies Arbeiten zu gewährleisten.
Der einfachste Weg ist allerdings derjenige,
die Kolonne entsprechend hoch zu wählen, so
M der hydrostatische Druck der Flüssigkeits-
säule ausgenutzt werden kann. Dieses Ver-
fahren hat aber den Nachteil, daß die Glas-
führen sehr unhandlich werden und daß das
Einfüllen des adsorbierenden Materials mühsam
®ard, denn nur eine gleichmäßig gepackte
Kolonne gibt schön getrennte Substanzen,
jfa den häufigsten heute verwendeten adsor-
Brenden Massen gehören Aluminiumoxyd,

fein verteilter gelöschter Kalk, Kalzium-
karbonat, Kalziumsulfat, Magnesiumoxyd, So-

da, Talk, Bleich- und Fullererde, Inulin,
Stärke, Puderzucker, Milchzucker, Zellulose
sowie Kunstharze. Es ist selbstverständlich,
daß nur solches Material als Füllung für die
Säulen verwendet werden darf, das weder mit
den zu trennenden Substanzen, noch mit den
Lösungsmitteln reagiert. Auch der Säuregrad
(das pH) der Lösungen muß genau beachtet und
unter Umständen durch Zusätze von Puffer-
Substanzen reguliert werden.

Das Entwickeln des Chromatogramms:
Nur in den seltensten Fällen wird der Ad-

Sorptionsunterschied zwischen den zu trennen-
den Substanzen so groß sein, daß sie schon
von Anfang an sich in deutlich getrennten Zo-
nen der Säule ablagern (Abb. 3 c). Oft muß ent-
sprechend lange mit passenden Lösungsmitteln
nachgewaschen werden (Abb. 3 b). Durch dieses

„Entwickeln" rücken die Zonen der zu tren-

A66. 3. Fersc7iiederee Plädiere de« Drelwic&Zrereg eirees

OAromalogra?rems. Dei «0 sired die Zoreere der C7»e-

mi&aliere i, 2 rered 3 reocA reicAl «ölii<7 gelrererel. Dei 6/ isl
die ÎVerererereg a6ge«c7dossere, so da/1 mare die Fitllreng
der ifoloreree are/ mecAareiscTjem TFegre isoliere» ftö'rerele.

Dei c/ isl die Dreüeic&lwreg so laregre weiiergre/reArl bis
der Dlo// 3 mil der grrö/llere KanderMregsgescTusiredigrifceil

«31% ares<7ere;asc7f.ere isl. „Drerc7dare/-(77iromalograp7Me"
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466. 4. O&e» Piraf/cAromafogrrew» «o» Mw/KcAem Posi», e»2wicAeft mi£ 90% .4faoAoi.
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ko» yl?ye»6»<ier, grefa'si i» Pe»zoi. 7m TfagresiicAi fasse» sicA »wr vier Zorne» »»ier-

scAeide», im ÜPrauioto dagregre» sie&e»
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nenden Stoffe 1, 2, 3 immer weiter auseinander.
Es leuchtet sofort ein, daß sich diese Tatsache
auch in der Form ausnutzen läßt, daß man
solange weiterwäscht, bis die erste der Sub-
stanzen unten aus der Kolonne herausfließt
(Abb. 3 c). In diesem Fall spricht man nicht
mehr von Entwickeln, sondern von „Aus-
waschung" und erhält ein „flüssiges 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 bewährt
sich häufig ein Wechsel im Auswaschungs
mittel, sobald die erste Substanz abgeflossen
ist. Den am längsten verbleibenden Stoff kann
man zum Schluß mit einem sehr kräftigen
Lösungsmittel extrahieren. Die am häufigsten
gebrauchten Lösungsmittel sind : Petroläther,
Benzin, Benzol, Schwefel-Kohlenstoff, Chloro-
form, Tetrachlorkohlenstoff, Äther, Methyl-
alkohol, Äthylalkohol und Azeton, während
die Auswaschung in der Regel mit Alkoholen,
Azetonen, Äther, Pyridin oder Ammoniak-
oder Piperidinlösungen erfolgt.
Das Chromatographieren färb-
loser Substanzen:

Im Prinzip ist die Chromatographie auch für
farblose Stoffe geeignet, wenn es gelingt, sich
ein Bild zu machen, wo die Anreicherungs-
grenzen zu finden sind. Die einzelnen Forscher
haben hierfür ganz verschiedene Mittel aus-
gearbeitet, z. B. kann man die Säule heraus-
stoßen und durch Tüpfelreaktionen die einzelnen
Zonen lokalisieren, Sucht man einen ganz be-
stimmten Stoff, so führt man mit dem reagens-
getränkten Pinsel einen Längsstrich und sieht
dann sofort, in welcher Zone die Reaktion
positiv ist. Für die Weiterverarbeitung kratzt
man die verunreinigte Oberflächenstelle ab
und löst aus der streng begrenzten Zone die
gewünschte Verbindung heraus. Häufig zeigen
farblose Substanzen im ultravioletten Licht
deutliche Fluoreszenzen, so daß man die ge-
suchte Zone unter der Quarzlampe sofort ab-
grenzen kann. Auch bei Chromatogrammen
gefärbter Substanzen empfiehlt es sich, stets
auch das Aussehen unter der Quarzlampe zu prü-
fen, weil so oft noch Stoffe entdeckt werden,
die sich sonst dem Nachweis .entziehen könn-
ten (Abb. 4, farbig). Auch das vorhin erwähnte
flüssige Chromatogramm läßt sich auf farblose
Substanzen anwenden, indem man laufend
kleine Portionen auffängt und vorweg analy-
siert, wobei auch spektralanalytische Methoden
geeignet sein können. Alle Fraktionen, welche

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

Die Ringmethode:
Wenn ein Forscher ein neues Problem mit

Hilfe der Chromatographie lösen will, han-
delt es sich zuerst darum, festzustellen, welches
adsorbierende Mittel und welche Waschflüssig-
keit den besten Erfolg versprechen. In diesem
Fall wäre es sehr umständlich, zahlreiche
Probekolonnen zu laden. Auf eine Glasplatte
(alte saubere Photoplatte) streut man ein
wenig von dem zu prüfenden adsorbierenden
Mittel und preßt eine zweite Glasplatte mit
einem kleinen Loch in der Mitte darauf. Durch
das Loch gibt man einen Tropfen der zu tren-
nenden Mischung und anschließend einige
Tropfen des fraglichen Lösungsmittels dazu.
An Hand der sich bildenden Ringe bekommt
man sofort einen Eindruck, ob die Wan-
derungsgeschwindigkeit der verschiedenen Stoffe
genügend große Unterschiede aufweist, so daß
das Verfahren in der Säule Erfolg verspricht
(Abb. 4, farbig).

Die Papierchromatographie:
In allen den Fällen, 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 glänzend durchdachte Abart der
Chromatographie bewährt. Wenige Tropfen
der zu prüfenden Substanz werden auf einem
rechteckigen Filtrierpapierstreifen in der Nähe
der oberen linken Ecke angebracht. In einer
geschlossenen Kammer, welche mit dem Dampf
des Lösungsmittels oder allfälliger „Entwick-
1er" gesättigt 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 ungefärbte
Verbindungen, so können sie durch Tüpfel-
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 möglichen
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 läßt. Sollte sich
herausstellen, daß einzelne Flecken nicht von
einer einzigen Substanz gebildet werden, so
dreht man den Streifen um 90® und entwickelt
ihn mit einem anderen Lösungsmittel noch
weiter (Abb. 6 c), so daß 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 grünen Pflanzen aus, indem die betreffenden
Forscher unter Leitung von Prof. Dr. M. Calvin,
Berkeley, den Pflanzen radioaktiven Kohlen-
stoff zur Assimilation zur Verfügung stellten.

Die von den Versuchspflanzen gebildeten Assi-
milate wurden chromatographiert und durch
Auflegen von Photopapier auf die trockenen
zweidimensionalen Chromatogramme konnten
direkt Schwärzungsbilder der Verteilung der
einzelnen Verbindungen erhalten werden. Die
Intensität der Schwärzung gab sogar noch
einen Maßstab für die Mengenverhältnisse der
Assimilate. Die geschilderten Papierchromato-
gramme haben den einzigen Nachteil, daß die
erhaltenen Quantitäten so gering sind, daß
sich das Verfahren nicht zur Reinherstellung
einzelner Stoffe eignet; doch kann man sich so

helfen, daß man Filtrierpapierstreifen zick-
zackförmig faltet und an Stelle eines Adsorp-
tionspulvers damit eine Säule füllt. Dann
entwickelt man das Chromatogramm und nach-
her faltet man das Filtrierpapier auseinander.

AAA. 5, Ztt>eicfe'meresioreale PapiercAromafograpAie
aj Die zw prw/erede JD'scAwreg w>ini lire&s oAere aregeseizi wred reacA wretere eretoic&eft.

AJ Dei tier Dreiwrec&ïwreg ergaAere sicA acAi geirerereie 2oreere. ej Das CAroreiafo-

jra«» zuwnfe ire tier zioeiiere Direieresiore »reii einer anderere Döswreg ereiioicfceii,

wtoAei sicA Aerawssieiiie, tia/1 einzelne Fiec&ere der AAA. A non meAreren dewiüeA
irerenAaren FerAiredwregere AerritArere

Diejenigen Lagen, welche den gesuchten Stoff

enthalten, können mit geeigneten Mitteln es.

trahiert werden und man gewinnt so genügend

große Mengen, um z. B. eine neu entdeckte

Verbindung genauer durch ihr Molekular,

gewicht, den Schmelzpunkt, Siedepunkt und

die optischen Eigenschaften definieren zu

können.
An dieser Stelle sei daran erinnert, dal

Papier-Chromatogramme etwas ganz ähnliches

sind wie die eine Zeitlang sehr häufig durck.

geführte Kapillaranalyse, welche besonders in

der Homöopathie zur Untersuchung von Wirk

Stoffen der Pflanzenextrakte mit und ohne

ultraviolettem Licht angewendet wurden (Ma-

daus). Während aber bei der Kapillaranalyse
der Filterpapierstreifen einfach in die zu prü-

fende Lösung hineingehängt wird, wobei durci

kapillares Aufsteigen der Stoffe eine gewisse

Zonierung der Stoffe zustande kommt, tritt

bei der Chromatographie als wesentlich neuer

Faktor die anschließende Entwicklung des

Chromatogramms hinzu, welche erst richtig

gestattet, die einzelnen Stoffe getrennt zi

erhalten.

Chromatographische Trennung
von Gasen:

Da sich außer Flüssigkeiten und gelöst«

Stoffen auch Gase an geeignete Substanzer

adsorbieren lassen, wurde die Chromatographie
mit Erfolg auch für die Trennung von Gase:

herangezogen. Die Adsorptionssäule wird ii

diesem Fall als U-förmig gebogenes Rohr

konstruiert, das mit Kohle oder Kieselgel

gefüllt ist. Als Spülmittel verwendet man

nicht eine Flüssigkeit,

sondern reines Wasser

stoffgas, welches mit

leichtem Überdruei

aus einer Vorrats-

flasche (Standbombe

mit Reduzierventil

austritt. Die grund-

legenden Versuche von

E. Cremer und R. Mül-

1er (Innsbruck) habet

gezeigt, daß es prak-

tisch ist, für dt

Trennung von Gaset

ein Verfahren anzt-

wenden, das sich »
der Durchlauf-Cb®

matographie
chen läßt, d. h.
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fängt die einzelnen Fraktionen getrennt auf,
nachdem das Gas die ganze Säule durchwandert
hat. Bisher wurden Genauigkeiten von 0,01 mgr
erreicht, doch dürfte diese Methode noch weiter
zu verbessern sein.

Anwendungsgebiete:
Um einen Begriff von der Wichtigkeit der

Chromatographie zu geben, seien zum Schluß
einige derjenigen Arbeitsgebiete erwähnt, wo
diese neue Methode ihre größten Triumphe
feiert. Aus der Farbstoffanalyse ist die Chro-
matographie nicht mehr wegzudenken. Außer
den schon erwähnten grünen 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 Verdünnung von weniger als 0,001 Ge-

wiehtsprozent enthalten und doch gelang mit
der Chromatographie seine Anreicherung. Et-
was ganz ähnliches gilt für die zahlreichen und
ständig wichtiger werdenden Antibiotika. Bei
der Gewinnung der verschiedenen Abarten von
Penicillin, Aureomycin, Grisein usw. erfolgt
heute die Reinigung fast ausschließlich auf
chromatographischem Wege. So gelang es, die
durch Beimengungen bewirkte Giftigkeit dieser
Medikamente herabzusetzen und damit die
Verträglichkeit zu steigern. Auch krebserzeu-
gende Stoffe, z. B. aus Teer oder Mineralölen,

wurden so der Forschung zugänglich gemacht.
Eines der Hauptanwendungsgebiete für die
Papierchromatographie ist die Analyse der
Eiweißbausteine, der sogenannten Amino-
säuren. In den entsprechenden Fachinstituten
werden heute schon zweidimensionale Chro-
matogramme verwendet, welche es gestatten,
60 verschiedene Aminosäuren voneinander zu
unterscheiden. Die zur Analyse nötige Flüssig-
keitsmenge beträgt nur noch etwa Yio cm®, was
bei der Ausnutzung der Methode für klinische
und diagnostische Zwecke von höchster Be-
deutung ist. In der Untersuchung von Lebens-
mittein und Getränken 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
läßt sich die Chromatographie auch auf die
Analyse anorganischer Verbindungen anwenden.
Insbesondere die Trennung seltener Erden oder
die Ausscheidung von störenden Beimengungen
in einem gewöhnlichen Analysengang ist dem
modernen Chemiker jetzt mit einfachen Mitteln
möglich. Neben diesen analytischen Anwen-
dungsgebieten hat sich die Chromatographie
aber bereits ihren Platz unter den präparativen
Methoden erobert, indem es gelingt, durch
entsprechende Dimensionierung der Kolonnen
auch größere Stoffmengen zu isolieren, und so
sind heute schon zahlreiche Chemikalien im
Handel, die ihre Reindarstellung diesem neuen
Hilfsmittel verdanken.

Einfarbenspiegel für Fernsehen
Spezialspiegel, die nur Licht einer bestimmten

Spektralfarbe reflektieren, werden im Farbfernsehen
•1er Zukunft eine große Rolle spielen. In den USA.
Iirden bereits derartige Spiegel in der Weise herge-
stellt, daß die Glasplatte im „Vakuumofen" eine
estrem dünne Metallauflage erhält. Es handelt sich
dabei um eine derzeit noch geheimgehaltene Metall-
Verbindung, die durch Erhitzen mit elektrischem
Strom zum Verdampfen gebracht wird und im Vakuum
aaf dem Spiegelglas in sehr gleichmäßig dünner
Schicht kondensiert.

Von der Stärke dieser Metallauflage hängt es ab,
"eiche Lichtwellen der Spiegel zurückwirft. Ein

M 535.513-2: 621.397

blauer Reflex wird durch eine Metalldicke von
rund 0,15 Millionstel Zentimeter — das entspricht
ungefähr V4 der Wellenlänge des blauen Anteils —

hervorgerufen. Die dickste Metallschicht ist für Rot
erforderlich.

Im Sender nehmen die Einfarbenspiegel das farbige
Bild auf, wie es die Kamera empfängt, 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 daß auf
dem Schirm das Bild wieder in seinen natürlichen
Farben erscheint.
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