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Aus dem Vorwort zur ersten Auflage.

,,Jeder wissenschaftliche Fortschritt
ist ein Fortschritt der Methode.*

Ein neu entdecktes spezielles Laboratorinmsverfabren er-
obert in rascher Folge wissenschaftliche und technische Gebiete,
bis es sich schlieBlich erschépft und von einem leistungsfidhigeren
Arbeitsgang abgel6st wird. Die von dem genialen russischen Bo-
taniker Professor M. TSWETT ersonnene ,,Chromatographische
Adsorptionsmethode’‘, welche das rdumlich getrennte Festhalten
von Bestandteilen eines Gemisches erlaubt, befindet sich gerade
jetzt am Beginn einer glinzenden Entfaltung: sie bietet dem
Forscher einfache experimentelle Hilfsmittel, namentlich auf dem
Gebiet der reinen sowie angewandten organischen Chemie, der
Biochemie und Physiologie.

In der Hoffnung, zum weiteren Durchdringen der noch immer
nicht gebiihrend anerkannten Methodik etwas beizutragen, ver-
offentlichen wir die vorliegende kurze Monographie, welche aus
zwei Teilen besteht. Es werden zunichst die allgemeinen Grund-
lagen sowie die Ausfithrungsformen der Chromatographie be-
sprochen, worauf, in einem bewuBt unvollstindigen ,,Speziellen
Teil“, Anwendungsbeispiele folgen. Die zusammengestellten Ver-
suchsvorschriften erstrecken sich auf sehr verschiedenartige
Korperklassen und diirften im Hinblick auf die recht uniiber-
sichtliche Lage der Literatur niitzlich sein. Wenn das behandelte
Gebiet mit der erwiinschten Geschwindigkeit sich weiter ent-
wickelt, so wird in absehbarer Zeit ein erschopfender Bericht
ebensowenig zu schreiben sein, wie heute ein Referat z. B. iiber
die Anwendung von Destillations- oder Umscheidungsmethoden.

Blittert man im nachfolgenden Text, so diirfte 6fters der
Eindruck entstehen, daB nicht die festgelegten Ergebnisse am
interessantesten sind, sondern die zahlreichen Liicken, von
welchen man in theoretischer oder praktischer Richtung zur
Weiterarbeit angeregt wird.



Vorwort zur zweiten Auflage.

Obzwar seit dem FErscheinen dieses Buches nur anderthalb
Jahre vergangen sind, hat die vorliegende Neufassung eine nam-
hafte Erweiterung erfahren, was sich in dem Anwachsen des Um-
fanges sowie des Abbildungsmaterials kundgibt und besonders in
der Aufnahme von rund 200 neuen Zitaten in das Literaturver-
zeichnis. Das let:tere zeigt, dall das Verfahren von TSWETT in zahl-
reiche Laboratorien Eingang gefunden hat, in welchen es bisher
nicht geiibt wurde. Offenbar befinden wir uns in jenem Stadium
der Entwicklung, in welchem ein neues Hilfsmittel im Bedarfsfalle
gern herangezogen wird, wobei aber eine systematische Unter-
suchung der Anwendungsmoglichkeiten nur selten erfolgt.
Namentlich gilt dies auch fiir den noch ungeniigend studierten
Zusammenhang zwischen Chromatogramm und Xonstitution
organischer Verbindungen. In die anorganische Chemie wurde
die Methode von ScaEwAB und JockKERS vor Jahresfrist mit Erfolg
eingefiihrt, woriiber das letzte Kapitel berichtet.

Hinweise und Auskiinfte, die bei der Bearbeitung der ersten
und zweiten Auflage verwertet wurden, verdanken wir den folgenden
Herren: H. A. BoEKENOOGEN (Koog a. d. Zaan), H. BROCKMANN
(Gottingen), Ch. DafrE (Fribourg), H. FINk (Berlin), O. FREHDEN
(Pécs), A.v.Gorgra (Pécs), A.E. Gmram (Manchester), I. M.
Hemsroxn (Manchester), G. HEsSE (Miinchen), P. KARRER (Ziirich),
R. Kunx (Heidelberg), E. LEDERER (Paris), J. K. PArRNas (Lwéw),
W. Ruaraxp (Leipzig), G. M. ScawaB (Minchen), A. StoLL
(Basel), G. Téru (Pécs), P. Tuzson (Pécs), J. WALDENSTROM
(Uppsala), R. WILLSTATTER (Miinchen), A. WINTERSTEIN (Basel).

Es war beabsichtigt, den vorliegenden Band mit einer Bio-
graphie von TSWETT einzuleiten, zuverlissige Angaben iiber das
bewegte Leben dieses Bahnbrechers waren aber bis jetzt nicht
erhaltlich.

Pécs, im Juli 1938.
Die Verfasser.
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Grundlagen.

,»Wie die Lichtstrahlen im Spektrum,
so werden in der Calciumcarbonat-Séule
die verschiedenen Komponenten eines
Farbstoffgemisches gesetzméfBig ausein-
andergelegt und lassen sich dann qualita-
tiv und quantitativ bestimmen.* (Tswett)

Uberblickt man den Werdegang der organischen Chemie und
der Biochemie, so fillt auf, wie oft eine gewaltige Steigerung der
Arbeitsmoglichkeiten von physikalischer Seite ausgegangen ist.
Man denke nur an die Férderung, welche der Ausbau der erwahnten
Wissenszweige durch polarimetrische, refraktometrische Methoden,
durch die im Sichtbaren und Unsichtbaren vorgenommene Spek-
troskopie empfangen hat. Es ist klar, daB fiir die Verarbeitung
von hochempfindlichen Stoffen iiberhaupt nur physikalische
Wege offenstehen.

Weniger allgemein diirfte es bekannt sein, daf das Studium von
organischen Farbstoffen und spiter auch der farblosen und
schwachgefirbten Kohlenstoffverbindungen durch eine originelle,
von TsweTT 1906 versffentlichte Ausfihrungsform der Adsorptions-
analyse in frither ungeahntem Mafle erleichtert wurde. Diese als
,,chromatographisches Verfahren, kurz ,,Chromatographie’ be-
zeichnete, einfache Methodik sowie ein Abril der von der TswETT-
schen Tdee ausgeldsten wissenschaftlichen Bewegung bildet den In-
halt der vorliegenden Schrift.

Schiittelt man die gemeinsame Loésung von mehreren, stark
gefirbten Verbindungen mit einem geeigneten Adsorbens, so findet,
jenach den Mengenverhéiltnissen und den Adsorptionskoeffizienten,

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 1
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eine Verteilung zwischen den beiden Phasen statt. Giinstige Be-
dingungen vorausgesetzt, werden die einzelnen Farbstoffe mehr
oder weniger tief in das Adsorptionsmittel eindringen und sich dort
anreichern. Das Adsorbat ist dann ein Gemisch, zu dessen Zer-
legung kein einfacher Weg zur Verfiigung steht. Ganz anders,
ndmlich viel giinstiger liegen jedoch die Verhiltnisse, falls die
Dusrchstromung des Adsorbens nur in einer definierten Richtung er-
folgt.

In seiner grundlegenden Versuchsreihe goBl TswerT den petrol-
dtherischen, aus griinen Blattern bereiteten Auszug auf eine, in ein
vertikal gestelltes Glasrohr eingestampfte Sdule von pulverformi-
gem Calciumcarbonat und stellte fest, dal der scheinbar homogene
Pigmentinhalt der allméhlich durchsickernden Lésung sich alsbald
zerlegt: im oberen Sdulenteil erschien eine blafigelbe Scheibe,
knapp darunter sah man zwei griingefarbte Zonen, wihrend drei
andere, gelbe Komponenten weiter nach unten vorgedrungen sind
und erst in den tiefer liegenden Bezirken des Carbonats hingen
blieben. Noch viel schoner gestaltet sich das ,,Chromatogramm’*,
wenn man betréchtliche Mengen des reinen Losungsmittels nach-
gieBt. So wird das Bild ,,entwickelt*: weile Zwischenriume er-
scheinen und verbreitern sich, indem die einzelnen Farbstoftkom-
ponenten mit ungleichen Geschwindigkeiten nach unten wandern.
Eine gelbe Verbindung (Carotin) durchliuft die ganze Kolonne
und gelangt leicht in das Filtrat.

Die zusammengesetzte Natur des Chlorophylls und des Blatt-
gelbs war damit bewiesen und die Art der Bestandteile richtig er-
kannt (Abb.1, S.3).

Nun zerschnitt Tswerr die Siule und loste die individuellen
Farbstoffe einzeln heraus, z. B. durch Zufiigen von Sprit. Nachdem
das entfirbte Adsorbens aus den getrennten Anteilen durch Filtra-
tion ausgeschaltet wurde, standen die einheitlichen Pigmentlésun-
gen zur Spektroskopie sowie zur chemischen Untersuchung bereit.
So verwirklicht sich ein Wunschtraum des Chemikers: Stoffe, die
frither im Gemisch vorlagen, werden mit dem Messer voneinander
getrennt.

Der einfache chromatographische Versuch besteht demnach aus den
folgenden Operationen:

Vorbereitung der Séule durch Einstampfen des Adsorptions-
mittels.



Adsorptionsversuch.

Aufgieflen der zu untersuchenden Lésung.

Entwickeln zum fertigen Chromatogramm, durch Einfiihrung

eines Losungsmittels.

Auspressen der Sdule aus dem Rohr.

Zerschneiden der Siule, entsprechend den
Schichten.

Elution der einzelnen Saulenteile.

Entfernen des leeren, nun pulvrigen Adsorp-
tionsmittels durch Filtration.

Weitere Verarbeitung der einzelnen Filtrate
(physikalische Messungen, Isolierung des Stoff-
inhaltes, Elementaranalyse usw.).

Selbstredend kann der Arbeitsgang in mannig-
facher Weise abgedndert werden, worauf wir noch
zuriickkommen. Wie man aber auch die Aus-
fithrungsform variieren mag, zeigen sich meist ent-
scheidende Vorteile gegeniiber der klassischen Ar-
beitstechnik, nach welcher die Losung mit pulver-
formigem Adsorbens behandelt wird. Bei der dlteren
Methode bleibt man bis zum Schlusse des Adsorp-
tionsvorganges nur mangelhaft orientiert, wihrend
ein Blick auf das Chromatogramm geniigen wird,
um den jeweiligen Stand der Versuchslage festzu-
stellen.

Der wesentlichste Fortschritt, welcher der Chro-
matographie zu verdanken ist, besteht also nicht
etwa in einer besonderen Selektivitit des Adsorp-

ausgebildeten

Abb. 1. Chroma-
togramm eines
Blattauszuges
nach TSWETT
(Zonen im far-
bigen  Original
von oben nach
unten: blaBgelb,
griin, breit griin-
lichblau, gelb,
gelb, gelb).

tionsmittels an sich, sondern in der zeitlich und riumlich
giinstigen Beriihrungsart der festen und fliissigen Phase. Die
berithmten Enzymforschungen WILLSTATTERS liefern ja dafiir den
Beweis, da man Adsorbenzien hdochstgesteigerter Selektivitét
ausbilden und iiberraschend feine Differenzierungen erreichen
kann, ohne Anwendung der Chromatographie. Indessen fiihrt
dann ein Einzelversuch nur zur Zweiteilung des Ausgangsmaterials,
wihrend das Verfahren von TsSwEeTT zahlreiche Fraktionen eines
verwickelten Gemisches auseinanderhalten kann. Oft zeigt die Saule
innerhalb weniger Minuten Dutzende von Schichten (Abb.56, S.292).

Der Unterschied zwischen Einzeloperationen der beiden Ar-

beitsginge 148t sich folgendermafBen kennzeichnen:

1*
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Alteres Verfahren: Adsorption aus rukender (oder geschiittelter)
Losung. Pulverférmiges Adsorbens, das in allen méglichen Rich-
tungen gleichzeitig durchtrinkt wird. Die festgehaltenen Stoff-
arten sind voneinander rdumlich nicht getrennt, jedes Kornchen
enthilt das nidmliche Adsorbat. Ergebnis:

_.—- Gesamtadsorbat,

Ausgangslésung > TFiltrat.

Tswettsche Chromatographie: Adsorption aus stromender Losung.
Adsorbens sidulenférmig, die Richtung der Durchtrankung ist defi-
niert. Die an der wirksamen Oberfliche festgehaltenen indivi-
duellen Verbindungen (oder Verbindungsgruppen) sind rdumlich
voneinander getrennt. Es gibt daher groBe qualitative und quanti-
tative Unterschiede zwischen den in den einzelnen Kérnchen aus-
gebildeten Adsorbaten und so auch zwischen den verschiedenen
Bezirken der Kolonne. Ergebnis:

Komponente mit der stérksten Adsorptions-

7 affinitét,
/}r Komponente mit der zweitstérksten Adsorp-
— . e
Ausgangs- tionsaffinitét,
16sung 7~ --»> Komponente mit der drittstérksten Adsorp-
tionsaffinitdt usw.;

% Nicht adsorbiertes (im Filtrat).

Die Grenzlinie zwischen den beiden Methoden wird weniger
scharf, wenn man das Gesamtadsorbat anteilsweise eluiert, z. B.
die nicht zerschnittene Adsorptionssiule zundchst mit einem
schwicheren, dann nacheinander mit immer stirker wirksamen
Elutionsfliissigkeiten behandelt. So lassen sich in giinstigem
Falle die Bestandteile des fixierten Stoffvorrates einzeln ab-
l6sen. Aber auch dann ist der Gebrauch der Tswerrschen Ko-
lonne bequem, aus welcher das Eluat selbsttétig abflieBt.

Ein Ubergang zwischen den beiden Hauptausfithrungsformen
der Adsorptionsanalyse besteht ferner darin, daB man keine
schlanke Siule baut, sondern das Pulver auf eine Nutsche schichtet
und dort die fraktionierte Elution vornimmt. Allerdings muf man
dann auf eine visuelle Verfolgung der im Adsorbens sich abspie-
lenden Vorginge meist verzichten. Man kommt noch néher zum
alther geiibten Arbeitsgang, wenn man von einer fraktionierten
Elution absieht. Diese Arbeitsweise wird von Fmvk (1, 2) ,,ad-
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sorptive Filtration‘ genannt, im Gegensatz zur gewohnlichen Fil-
tration, bei der lediglich eine Siebwirkung ausgeniitzt wird.
Der GoppELSROEDERschen Capillaranalyse ist das Verfahren
von TSWETT, namentlich was die praparative Anwendbarkeit be-
trifft, weitaus iiberlegen, selbst wenn man die capillaranalytische
Technik, nach einem Vorschlag von ScawaB und JockERs, durch
Aufsaugenlassen von reinem Losungsmittel verbessert.

Anwendungsbereich.

Es ist eine selbstverstdndliche Voraussetzung fiir die Anwend-
barkeit der Chromatographie, da die in der Saule festgehaltene
Substanz keine chemische Anderung wihrend der Adsorption er-
leide. Diese Forderung wird in einer iiberraschend groen Anzahl
von Fillen tatsichlich erfillt, doch sind der Methode natiirlich
auch gewisse Grenzen gesteckt. Vor allem kann es vorkommen,
daBl das basische oder saure Adsorbens z. B. unter Bildung oder
Zerlegung eines Salzes reagiert. Solche reversible Vorginge sind
meist wenig stérend, wenn sie richtig erkannt wurden.

Gelegentlich der Verarbeitung von Organausziigen haben wir
manchmal beobachtet, daB3 die Lésung in der Kolonne aschehaltig
wird; betreffend Al,O, s. die Angaben von EULER und SCHLENEK.

Bei empfindlichen Stoffen kann es aber auch vorkommen, daf3
die Substanz, namentlich wenn nicht rasch genug gearbeitet wird,
in der Adsorptionssiule eine chemische Anderung erleidet bzw. ver-
dirbt, wozu nachstehend einige Beispiele angefiihrt werden.

Eine leicht verstindliche Wirkung der Saule kann im Zerlegen
von Additionsverbindungen bestehen. So hat man beobachtet,
daB gewisse Azulen-pikrate auf Al,O; in die Komponenten zer-
fallen, die Pikrinsdure bleibt am Adsorbens, wahrend das Azulen
weiterliuft (PLATTNER und PraU, S. 181). Auch das Pikrat eines
Sapogenol-oxydationsproduktes unterliegt der analogen Spaltung
(OcH1AT, TsUDA und Krracawa 1, 2, Tsupa und KiTacawa) sowie
z. B. das Pikrat des 5-Chlor-10-methyl-1,2-benzanthracens (NEw-
MANN 2). So verhalten sich Azulen-trinitrobenzolate, weiters nach
Fieser und HERSEBERG (5), das Trinitrobenzolat des 6,7-Dihydro-
20-methylcholanthrens, aus welchem der Kohlenwasserstoff Cy;H g
befreit und in den Durchlauf getrieben wird. Schlieflich stam-
men einschligige Beobaghtungen von Koxbpo.
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Zu einer Acylabspaltung kam es beim Chromatographieren des
Diacetyltoxicarols auf Al,O; (CABN und PHIPERS).

Triphenylmethanfarbstoffe zeigen nach RucaLI und JENSEN (1)
in der Aluminiumoxyd-Sédule Aufhellung, offenbar infolge einer
allméhlich fortschreitenden Hydrolyse.

Eine Dimerisation wurde von HESSE beobachtet (Privatmitt.),
und zwar an einem so einfachen Stoff, wie Aceton. Saugt man
Aceton durch Aluminiumoxyd, so entsteht in erheblichem Aus-
maf Diacetonalkohol (CH,),COH . CH,. CO . CH;, besonders wenn
das Oxyd frither ausgegliiht wurde. Damit in Einklang beobachten
StorL und HorFMANN, dal aus einem acetonhaltigen Durchlauf
ein Teil des Losungsmittels sich nur schwer verdampfen 1aft.

Weniger durchsichtig sind die nachfolgend aufgezihlten Ande-
rungen. Chlorophyll 148t sich auf Puderzucker sehr gut chromato-
graphieren, es erfolgt jedoch teilweise Zersetzung, wenn man z. B.
Talcum nimmt (WINTERSTEIN und STEIN 2, S. 90). An Aluminium-
oxyd aus schwach saurer Losung fixierten Pterine werden an
der Oberfliche des Adsorbens rasch zerstért, auf Frankonit sind
sie stabil (ScrOPF und BECKER, S. 169). Bei der Adsorption von
Vitamin-A-Konzentraten traten farbige Zonen auf (CASTLE,
GiLraM, HErmLBRON und TrHOMPSON, S.232). GRASSMANN hat beob-
achtet, da die Fluoreszenzerscheinungen von chromatographisch
festgehaltenen Gerbstoffextrakten innerhalb 1—2 Tagen sich be-
deutend adndern kénnen (S. 265).

Die katalytische Einwirkung der Al,O,-Sdule auf atherische
Ole sowie der EinfluB der Adsorptionswirme haben CARLSOHN
und MULLER (2) untersucht (S.194).

Interessant ist die Angabe von KumN und STROBELE, daB
chromatographiertes 2-Nitro-4,5-dimethylanilin die Fahigkeit zur
Glukosidbildung verloren hat, da der hierzu notwendige, spuren-
weise im Rohprodukt vorgelegene Katalysator, nimlich Ammo-
niumchlorid, durch Einwirkung der Siule entfernt weorden ist.

Uber die Isomerisierung von Carotinen, nach GrLLaM und EL RIpI
sowie GILLAM, EL RipI und Kon, s. 5. 114. Moglichkeit von cis-trans-
Umlagerungen: TAYLOR und LAVINGTON.

Es sei betont, daff von den soeben erwihnten Grenmzlinien ein
ungeheures Gebiet der glatten Anwendbarkeit der Chromatographie
wmrahmt wird.

Ohne noch auf methodische Griffe einzugehen, seien die chro-
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matographisch derzeit losbaren Hauptaufgaben kurz besprochen,
um zu zeigen, in welchem Umfang die iibliche organisch-
chemische Laboratoriumstechnik mit Hilfe des TswEgrTschen Ge-
dankens geférdert und vereinfacht werden konnte. Dies ist nament-
lich auf folgenden Gebieten der Fall:

a) Prifung eines Stoffes auf Einheitlichkeit.

b) Feststellung der Identitdt bzw. der Verschiedenheit von
zwei Verbindungen.

¢) Anreicherung eines in sehr groBer Verdiinnung vorliegenden
Naturproduktes.

d) Zerlegung eines Gemisches; Nachweis, Bestimmung und
Isolierung der Komponenten.

e) Reinigung einer Substanz, z. B. eines technischen Produktes
von Begleitern.

f) Kennzeichnung und Kontrolle von Handelswaren.

a) Priifung eines Stoffes auf Einheitlichkeit.

Eine Substanz ist in chromatographischem Sinne einheitlich,
wenn site in der Adsorptionssdule nicht zerlegt werden kann.

Diese Homogenitidt bedeutet in auBerordentlich zahlreichen
Fallen wirklich chemische Reinheit, da die Starke der Adsorptions-
affinitdten meist in weit hoherem MaBe von dem Molekiilbau ab-
héngt, als die zur Einheitlichkeitspriifung sonst herangezogenen
Merkmale, wie Schmelzpunkt, Siedepunkt, Spektrum u. dgl. Na-
mentlich sind die Ldslichkeitsunterschiede von nahe verwandten
chemischen Individuen oft geringfigiger als die Differenzen in der
Adsorbierbarkeit. Man sollte daher fraktionierte Krytallisationen,
wenn tunlich, durch einen chromatographischen Versuch ersetzen
oder die beiden Reinigungsmethoden kombinieren.

Wegen der hohen Selektivitat der Oberflichenkréfte erzielt man
nach dem TsweTTschen Prinzip sehr oft auch dort eine Aufteilung,
wo die iibliche Laboratoriumstechnik versagt hat.

Uber die Grenzen der Einheitlichkeitsprobe sei hier folgendes
angefiihrt.

Es gibt natiirlich Fille, in denen zwei Verbindungen praktisch
die gleiche Adsorptionsaffinitit besitzen und sich in der Saule
nicht trennen lassen. Die Zuverlassigkeit der Analyse kann jedoch
nach einem negativen Ergebnis gesteigert werden, wenn die Zer-
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legung aus verschiedenen Losungsmitteln und an mehreren Ad-
sorbenten versucht wird. Denn es wire, wie bereits TsweTT (1)
bemerkt, recht unwahrscheinlich, dal die Adsorptionsisothermen
von zwei Stoffen sich streng gleichartig &ndern wiirden, falls man
das Milieu und die adsorbierende Phase beliebig variiert.

Die Einheitlichkeitsprobe 1a8t sich iibrigens noch etwas weiter
treiben, wenn man die sich nicht aufteilende Scheibe dennoch in
mehrere Regionen zerschneidet, welche dann nach physikalischen
oder chemischen Methoden einzeln gepriift werden. Es kommt
namlich vor, daB die verschiedene Adsorbierbarkeit zwar die Tei-
lung des Materials veranlaBt, jedoch zur Ausbildung einer leeren
Zwischenschicht nicht geniigt.

In selteneren Grenzfillen begegnet man der Schwierigkeit, daB
ein einheitlicher Stoff dennoch ein heterogenes Bild in der Séule
liefert. Hierzu fithrt die. oben erwdhnte, manchmal beob-
achtete Bildung oder Zersetzung eines Salzes, wie dies z. B. auf
S. 176 nach KARRER und STrRONG fiir Anthocyane gezeigt wird.
Ferner ist aus physikalischen Griinden eine chromatographische
Uneinheitlichkeit bei stark polydispersen Losungen zu erwarten,
doch steht eine genauere Priifung solcher Verhiltnisse noch aus.

Scheinbare Heterogenitét, S. 75.

b) Feststellung der Identitit bzw. der Verschiedenheit von zwei
YVerbindungen.

Ist die Frage nach der Identitéit zu entscheiden, so bereitet
man eine gemeinsame Losung der beiden Stoffe, welche ad-
sorptionsanalytisch gepriift wird. Zwei Zonen beweisen Ver-
schiedenheit, ein homogener Bezirk zeigt Identitit an. Das,,Misch-
chromatogramm'‘ ist der Bestimmung des Misch-schmelzpunktes
an die Seite zu stellen, und sie erfordert in giinstigen Fillen kaum
mehr Substanz als jene altbewéihrte Identititsprobe.

Liefert eine Losung im Adsorptionsversuch zwei Schichten
und soll entschieden werden, welche von den beiden mit einer
bekannten Substanz identisch ist, so fiige man eine gréBere
Menge der letzteren zur Losung. Es wird dann im Chromato-
gramm festgestellt, ob die obere oder die untere Zone eine
starke Verbreiterung erfahren hat, verglichen mit dem Séulen-
bild der Originallésung.
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¢) Anreicherung eines in sehr groBer Verdiinnung vorliegenden
Naturproduktes.

Bei biochemischen Untersuchungen leistet wohl kein Arbeits-
gang in dieser Hinsicht mehr als das chromatographische Ver-
fahren. Man laBt mehrere Liter oder Hektoliter Losung durch eine
entsprechend gewihlte, relativ kleine Sdule sickern und verwirft
das Filtrat. So wird der VersuchsmaBstab mit einem Schlage ver-
kleinert, ohne daB ein langwieriges und bei empfindlichen Sub-
stanzen bedenkliches Eindampfen notig gewesen wire.

Meist wird man das gesamte hingengebliebene Material zu-
nichst ohne weitere Aufteilung eluieren, zwecks Vornahme einer
genaueren Priifung, oder man 16st die Komponenten anteilsweise
heraus. Das Konzentrat wird adsorptionsanalytisch oder nach
einer anderen Methode verarbeitet.

Beispiel. Isolierung von Harnfarbstoffen nach KoscHArA (1—5),
S.174.

d) Zerlegung eines Gemisches; Nachweis, Bestimmung und Iso-
lierung der Komponenten.

Diese Hauptrichtung der Chromatographie erméglicht die Lo-
sung von sehr verschiedenartigen Aufgaben, und sie umfaBt eine
mannigfaltige Versuchstechnik, die an dieser Stelle nur kurz um-
rissen werden soll.

Bekanntlich arbeitet die organisch-analytische Chemie in
steigendem MaBe mit kleinen Substanzmengen. Der gewaltige An.
stoB, den die Einfiihrung der PrEGLschen Mikroanalyse nament-
lich der Biochemie gegeben hat, wirkt sich in fruchtbarer Weise
aus, indem zur quantitativen Ermittlung des Molekulargewichtes
sowie einer Anzahl von Elementen und Atomgruppen nur mehr
wenige Milligramme Substanz erforderlich sind. Das moderne
Riistzeug der Mikroanalyse konnte indessen nicht voll ausgenutzt
werden, solange weiteren Kreisen kein allgemeines Verfahren be-
kannt war, zur priparativen Reindarstellung von geringen Stoff-
mengen bzw. zu deren Abtrennung von ahnlichen Verbindungen
oder aus einem verwickelt zusammengesetzten Gemisch. Frak-
tioniertes Krystallisieren fiihrt im Falle sehr kleiner Substanz-
mengen meist nicht zum Ziel, und es bietet oft keine Handhabe
zur Uberpriifung der Einheitlichkeit des Endpriparates.
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Diese methodische Liicke wird von dem TswrrTschen Arbeits-
gang auf das gliicklichste ausgefiillt. Chromatographisch bereitete
und in der Sédule als homogen befundene Kdorper stehen zur quan-
titativen Mikroanalyse bereit.

Selbstverstindlich kann aber der Versuchsmapstab vergripfert
werden; schon jetzt arbeitet man in einzelnen Laboratorien mit
mehreren Kilogrammen Adsorbens, in einem Ansatz. Auch der
Einfithrung der TsweTrTschen Methode in den Fabrikbetrieb steht
in geeigneten Fillen nichts im Wege, so dal eine entsprechende
Ausdehnung der Patentliteratur mit Bestimmtheit vorausgesagt
werden darf.

Je verwickelter das Ausgangsmaterial, um so schwieriger ist
seine saubere Zerlegung, welche aber durch erneuerte, mit den
einzelnen Fraktionen wiederholte Chromatographie verbessert und
zu Ende gefiihrt werden kann.

In der Laboratoriumspraxis wird ein praparatives Erfassen der
homogenen Teillssungen manchmal unterbleiben miissen, ndmlich
z. B. dann, wenn die von der Natur dargebotene Substanz nicht
einmal fiir die Mikroanalyse hinreicht. Auch sonst begniigt man
sich oft mit dem Nachweis und mit der Bestimmung des Stoff-
inhaltes, welcher in den Eluaten vorliegt. Hierzu sind alle ge-
brauchlichen Verfahren brauchbar. Gerade darin besteht ein
Vorteil der hier behandelten Methodik, dal man, zumindest in
einfacheren Fiéllen, fast ohne Verlust arbeitet und schlieBlich
irgendwelche physikalischen oder chemischen Operationen vor-
nehmen kann.

Handelt es sich um Farbstoffe, so liegen spektroskopische und
colorimetrische Messungen an der Hand; bei schwach gefirbten
oder farblosen Substanzen greift man zu anderen Methoden, unter
Umstédnden auch zum Tierversuch.

¢) Reinigung einer Substanz, z. B. eines technischen Produktes von
Begleitern.

Es stellt sich nicht selten heraus, daB ,,reinste’ Handels-
chemikalien weit davon entfernt sind, chromatographisch einheit-
lich zu sein. Je mehr Schritte bei der Fabrikation erforderlich
waren, eine um so gréBere Wahrscheinlichkeit spricht: fiir die
Heterogenitét des Endproduktes.

Zur Reinigung geniigt oft ein vereinfachter Versuchsgang,
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indem nur die Hauptzone bearbeitet wird, wihrend man die
sonstigen Saulenteile verwirft. War eine vollkommene Reinigung
beabsichtigt, so ist die Adsorptionsanalyse bis zum vollstindigen
Verschwinden der Nebenzonen zu wiederholen. Selbst wenn die
Siule nur so schmale leere Zwischenrdume aufweist, daB eine
scharfe Abteilung durch Zerschneiden nicht méglich ist, verbessert
man den Reinheitsgrad durch Wiederholung der Chromatographie
in steigendem MaBe, da die absolute Menge der Begleiter rasch
sinkt.

Besonders einfach und eindrucksvoll gestaltet sich der Versuch,
wenn aus einem, in seiner Hauptmenge farblosen Praparat ein
Pigment auszuschalten ist, dessen Schicksal man mit dem Auge
verfolgen kann, oder wenn die Adsorptionsaffinititen von Haupt-
und Nebenkomponente so stark voneinander abweichen, dal} eine
der beiden leicht durch die Kolonne liuft und quantitativ in das
Filtrat gelangt.

Auch hier eréffnen sich gewisse technische Ausblicke, in engem
AnschluB an bereits geiibte Verfahren der fabrikatorischen Ad-
sorptionsreinigung.

Beispiele: S. 201.

f) Kennzeichnung und Kontrolle von Handelswaren.

Da einem k#uflichen Produkt bestimmter Herkunft und Quali-
tdt, sofern es 16slich oder extrahierbar ist, ein ganz bestimmtes
Chromatogramm zukommt, bieten sich auch fiir die Warenkunde
(u. a. fir die praktische Pharmazie) vielfache Hilfsmittel. Hier
besteht die Aufgabe nicht darin, irgendwelche Trennungen vor-
zunehmen, sondern um die moglichst scharfe, empirische Kenn-
zeichnung des Materials und eventuell um die Aufdeckung von
Verfdlschungen. Im Verlaufe solcher Adsorptionsanalysen wird
man nicht selten auch die auf S. 83 erérterte Ultraviolettbelich-
tung der Siule vornehmen.

Als einer der ersten Ansétze in dieser Richtung erscheint die
Arbeit von GRASSMANN sowie von GRASSMANN und LaNG (8. 265).
Die von ihnen bereiteten Chromatogramme waren in einigen Féllen
zur raschen Unterscheidung von Gerbstoffen verschiedener Herkunft
geeignet. Ferner sei die Aufmerksamkeit auf Angaben von RuUGGLI

und JENSEN (1, 2) gelenkt, betreffend Beurteilung gewisser Teer-
farbstoffe (S.185). Chromatographischer Nachweis von Verfil-
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schungen des Weines: S.178 (MoumLER und HAMMERLE), Unter-
suchung von technischen Olen und Fetten: S.267 (BOEKENOOGEN;
THALER), von galenischen Priaparaten: S. 271 (VALENTIN; VALENTIN
und FraANCK; MERZ und FRANCK).

Zur Geschichte.

Als 1910 das zusammenfassende Werk von Tswert (1), ,,Die
Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt”, erschien, ist das
1906 eingefiihrte chromatographische Verfahren auferhalb seines
Laboratoriums kaum angewandt worden. TswEgTT zitiert ledig-
lich Arbeiten von KRANZLIN sowie von STOKLASA, BRDLIK und
ExrNEsT, welche teils polemischen Inhaltes sind. Wie bereits er-
wihnt, ist die ganze Entwicklung der neuen Methodik von dem
Studium des Blattgriins ausgegangen. TSWETT war von der Trag-
weite seiner Entdeckung und von der Zuverlissigkeit des Ver-
fahrens so tief iiberzeugt, dafl er — obwohl seine Versuche nicht
bis zur Isolierung von reinen Préparaten gediehen sind — trotz aller
Angriffe daran festhielt, daB das Chlorophyll ein Gemisch zweier
Komponenten ist, ebenso das damalige Phiophytin. Gleichfalls
auf Grund chromatographischer Beobachtungen erklirt TSwEeTT,
dafB das sog. ,krystallisierte Chlorophyll kein Naturprodukt sein
kann und aus zwei Bestandteilen bestehen mufl. Er erkennt, daf3
der Unterschied zwischen krystallisiertem und amorphem Chloro-
phyll mit der Dualitit des nativen Pigments nichts zu tun hat
(TswerT 1, 4, 8, 10, 13, 15, 16, 20, 21).

In den beiden nachfolgenden Jahrzehnten blieb die neue Ver-
suchstechnik fast unbeachtet, wobei der Umstand mitspielt, daB
das-erwahnte TsweTTsche Buch nur in russischer Sprache ge-
druckt wurde. Obzwar WILLSTATTER (3) bereits im Jahre 1910,
dann WiLLSTATTER und StoLt, ferner WILLSTATTER und ISLER
(1912) nachdriicklich auf die Bedeutung des Tswerrschen Ver-
fahrens hingewiesen haben, kann man das von 1906 bis 1931
reichende Vierteljahrhundert als die Latenzzeit in der Geschichte
der Chromatographie bezeichnen.

Wenige, nachfolgend erwihnte, vereinzelt gebliebene Ab-
handlungen stammen aus dieser Friihperiode.

Einer der ersten Forscher, von dem die TsweTTsche Methodik
angewandt wurde, war DHERE, in dessen Laboratorium die ad-
sorptionsanalytische Arbeitsweise seit 1911 in Gebrauch steht.
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Er lieB von seinen Schiilern Rocowsk1 und Vecezz1 Experimental-
untersuchungen ausfiithren, u. a: iiber die Bestandteile des Blatt-
griins, iiber Schneckenleberfarbstoffe, iiber das alte ,,Tetron-
erythrin® usw. Gleichzeitig wurden biochemisch wichtige Ver-
suche von PALMER (meist mit EckLES) mitgeteilt, betreffend
die chromatographische Untersuchung des Milchfettpigments so-
wie anderer pflanzlichen und tierischen Produkte (1913—1914).
Auch hat PauMER (1) in seiner, in englischer Sprache verfaften
Monographie mit Nachdruck die Tswerrsche Idee hervor-
gehoben (1922).

Etwas spitere Arbeiten stammen von CowarDp (1924), ferner
von Lipmaa (1926) und betreffen Blumenausziige bzw. die Schei-
dung von Rhodoxanthin und Xanthophyll.

Die Bliitezeit der Chromatographie datiert seit 1931 und ist vor
allem durch die Modernisierung der Arbeitstechnik und be-
sonders durch die Ubertragung der Versuche in den priparativen
Mafstab gekennzeichnet.

TSWETT arbeitete mit kleinen Stoffmengen und pflegte die
gelosten Farbstoffe nicht abzuscheiden. So kannte man ihre Kry-
stallisierbarkeit kaum und sie gelangten nie zur chemischen
Analyse. Deshalb blieb manche gute Beobachtung unbemerkt oder
sie wurde stillschweigend angezweifelt. DaB3 aber bereits TswerT (1)
die praparative Anwendbarkeit der Chromatographie bewullt war,
zeigt u. a. sein Versuch, in welchem die Isolierung von ,,Lecithin‘‘-
Krystallen aus frischem Eigelb durchgefiihrt wird.

Derartige, vereinzelte Beobachtungen sind indessen ohne all-
gemeineren EinfluB auf die chemische Arbeitsweise geblieben. Das
TsweTrTsche Verfahren gewann erst zu einem Zeitpunkt Aktualitét,
als aus den klassischen Enzymforschungen von WiLLSTATTER und
seiner Schule bereits bekanntgeworden war, dal man durch plan-
méBig geleitete Adsorptionen und Elutionen iiberraschend feine
strukturelle Unterschiede praparativ erfassen kann.

Die Chromatographie wurde anfangs 1931 von KumN und
LEDERER, sowie von KuaN, WINTERSTEIN und LEDERER mit Er-
folg in die priaparative Chemie der Polyenfarbstoffe eingefiihrt. Die
erstere Arbeit betrifft die Zerlegung des damals gerade 100 Jahre
lang bekannt gewesenen Carotins in seine Komponenten, nebst
Isolierung von «- und f-Carotin, wahrend die letztgenannten
Autoren aus verschiedenen Pflanzenteilen Lutein gewinnen und
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den Eidotterfarbstoff aufteilen konnten. So ging die 1910 ge-
machte Voraussage von TswgtT (1) in Erfillung: ,,Sehr mifg]ich,
daB das Blattcarotin kein chemisches Individuum ist, sondern ein
Gemisch von zwei oder von einigen Homologen, welche man mit
Hilfe der Adsorptionsmethode voneinander scheiden koénnte, unter
Benutzung geeigneter Adsorbenten.*

Noch Ende 1931 hat PEeTTER, wohl unabhingig von den er-
wihnten Forschern, die Aufteilung von Bacterio-ruberin vorge-
nommen, gleichfalls in praparativem Mafstab.

In den letzten Jahren verhalf die praparativ angewandte Chro-
matographie, namentlich in den Hénden von KARRER sowie von
KunN, ferner von WINTERSTEIN u. a., vor allem der Chemie der
Carotinoide zu einem neuen Aufschwung, so daf diese Methodik aus
dem erwahnten Gebiet gar nicht mehr weggedacht werden kann.
Die Versuche erstrecken sich nicht nur auf hohere Pflanzen, son-
dern auch auf Algen-, Pilz- und Bakterienfarbstoffe (CHARGAFF,
HEenmeroN, KARRER, LEDERER, WILLSTAEDT u. a.) sowie auf das
tierische Lipochrom (BRockMANN, v. EULER, HEILBRON, KARRER,
KunN, WILLSTAEDT, WINTERSTEIN, ZECHMEISTER und TuzsonN
usw.).

Es lag nahe, auch das wichtigste Pflanzenpigment, das Blaiti-
griin, einer modernen Bearbeitung zu unterziehen. Die schon von
TsWETT nachgewiesenen, aber erst von WILLSTATTER und STOLL
isolierten und naher untersuchten Chlorophylle a und b wurden
von WINTERSTEIN und STEIN (2, 3) in ausgezeichnetem Reinheits-
grad auf chromatographischem Wege bereitet. Betreffend Bak-
terienchlorophyll und seiner Abbauprodukte sei u.a. auf For-
schungen von H. F1scHER hingewiesen. DaB auch das Gebiet der
physiologisch wichtigen Flavine (KARRER, Koscmara, KUHN)
sowie anderer Naturfarbstoffe entscheidende Férderung erhielt,
wird noch spéter darzulegen sein. Die Aufteilung von wasserlos-
lichem Anthocyan ist kiirzlich KARRER und StrONG gelungen.

Qualitative Versuche iiber kinstliche Farbstotfpriparate stam-
men bereits von TSWETT (1); er hat aus petrolidtherischer Losung
z. B. kéufliches Fettblau und Sudan IIT in mehrere Zonen zerlegt.
Wasserlosliche und sonstige Teerfarbstoffe wurden von Rueer: und
JENSEN (1, 2) verarbeitet.

Ein unerschopfliches, methodisch eben erst erschlossenes Ge-
biet umfaf8t die Untersuchung und Aufteilung von farblosen Sub-
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stanzen in der Sdule. Auch diesbeziiglich findet man Tastversuche
bei TswETT (1), die aber nicht weit gediehen und in Vergessenheit
geraten sind. Jiingst wurden in die moderne Arbeitstechnik ver-
schiedene Kunstgriffe eingefiithrt, um die Schichtung sichtbar zu
machen, damit der Gang des Versuches besser verfolgt und das
Zerschneiden der Sdule planméfBig vorgenommen werden konne.
Naheliegend sind Farbreaktionen, die mit Filtraten, Eluaten, aber
auch in der Kolonne selbst sich ausfiihren lassen. Besonders ent-
wicklungsfihig ist die Belichtung des Adsorptionsrohres mit der
Quarzlampe, wodurch man oft in die Lage kommt, verschieden-
artig fluoreszierende Scheiben zu unterscheiden (,,Ulira-chromato-
graphiest). Diese Arbeitsweise wurde einerseits von WINTERSTEIN
und ScHON (1), anderseits von KARRER und ScHOPP (2) empfohlen
(1933—1934).

Wasserlosliche Substanzen konnen chromatographisch und
ultrachromatographisch bearbeitet werden, sie erfordern aber
meist eine entsprechend umgestaltete Versuchsfiihrung. Leit-
gedanken hierzu verdankt man Koscmara (vgl. auch bei FINK).

*Es war im obigen nur beabsichtigt, die geschichtliche Ent-
wicklung mit wenigen Ziigen zu umreilen. Im Speziellen Teil
findet man ndhere Angaben iiber den vielfiltigen Anwendungs-
bereich der Methode. Es wird von dort aus ersichtlich sein, daf3
das Adsorptionsverfahren auch bei zahlreichen Synthesen ein un-
entbehrliches Hilfsmittel geworden ist. Was ferner die biochemisch
und biologisch wichtigen Stoffe betrifft, so werden die groBien Fort-
schritte auf dem Vitamingebiet hervorzuheben sein. Bekanntlich
hat KARRER (mit MoRF und ScEOPP) 1931—1933 reine A-Vitamin-
Priparate chromatographisch gewonnen (s. auch die Forschungen
von HEmBrON, HoLMES und ihrer Arbeitskreise). Das Vitamin D,
wurde jiingst von WINDAUS, ScHENCK und WERDER als Kunst-
produkt, von BroCKMANN (3) aus Fisch-leberélen mit chromato-
graphischen Hilfsmitteln bereitet. Neuere Anwendungen in der
Vitamin- und Hormonchemie sind aus dem Speziellen Teil er-
sichtlich (S.229—261). Auf dem Gebiete der Enzyme, Co-Fermente,
biochemischen Aktivatoren usw. eréffnet sich fiir die Forscher
ein breites Feld (vgl. EULER und ADLER; EULER und SCHLENK
1, 2).

Endlich sei vermerkt, daB der chromatographische Gedanke
im Jahre 1937 von ScHWAB und JockeRrs (1, 2) mit Erfolg auf
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das Gebiet der anorganischen Analyse ibertragen wurde (Na-
heres S.280—290).

Vorgiinge, die mit der in einer Richtung erfolgenden Durch-
strémung der TswETTschen Kolonne vergleichbar sind und zu lokalen
Stoffanreicherungen fithren, werden auch im lebenden Gewebe an-
zutreffen sein (Modellversuch: Lovu). Denn nicht die gerade Kolonnen-
form ist das Wesentliche an der Idee von TswETT, sondern die fest-
gelegte, eventuell auch krumme Richtung des Durchstrémens.

Wurde diese Voraussetzung erfiillt, so ist somit die Moglichkeit
zur Ortlich-selektiven Ablagerung der im Flissigkeitsstrom mitge-
filhrten Stoffe gegeben, je nach ihrer Adsorptionsaffinitit.

Ferner koénnen gewisse geologische Prozesse (nach TREIBS) von
diesem Gesichtspunkte aus betrachtet werden; vgl. auch SCHWAB
und JOCKERS (2).

Die recht zersplitterte Literatur nahm in den letzten Jahren
einen bedeutenden Umfang an, was aus den, im Verzeichnis ab-
gedruckten Zitaten am besten hervorgeht. Die erste moderne, aus-
fiihrliche Zusammenfassung verdankt man WINTERSTEIN (1), eine
Monographie kiindigt WiLsTAEDT (12) an. Kiirzere Sammel-
referate wurden von ArRMSTRONG, CELSI, CorrFaRri, CooOK, Dawm,
HEesse, KoscHarA (6), LEDERER (1), ScEwaB, SORENSEN (3),
Stix, VALENTIN, WILLSTAEDT (1) sowie von den Verfassern (1)
geliefert (s. auch ZECHMEISTER 1, 6). Es ist erfreulich, daB die
chromatographische Methode bereits Eingang in mehrere, fiir das
Hochschulpraktikum bestimmte Lehrbiicher gefunden hat (BERN-
HAUER; BERTHO und GRASSMANN; GATTERMANN und WIELAND).

Die theoretischen Grundlagen der Chromatographie

wurden bereits von ihrem Entdecker erkannt. Es handelt sich
offenbar um eine Auswahl, auf Grund der verschieden stark wirk-
samen Adsorptionsaffinititen mehrerer Stoffe, in gemeinsamer Losunyg,
gegeniiber dem gleichen Adsorbens. Die einzelnen Komponenten
schichten sich dann in der sinkenden Reihenfolge, entsprechend
der Abnahme ihrer' Oberflichenkrifte. Uber die bei der iiblichen
chromatographischen Arbeitsweise sich abspielenden Teilvorginge
sei, ofters in Anlehnung an die Gedankenginge von TswerT (1)
zusammenfassend folgendes ausgefithrt. Wir verfolgen der Einfach-
heit halber das Schicksal eines Farbstoffgemisches und méchten be-
tonen, daB die Chromatographie farbloser Substanzen grund-
sitzlich ebenso verlauft.
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Betrachtet man die gesamte Aufnahmefahigkeit einer bestimm-
ten Adsorbensmenge als gegeben, so werden sich um diese
Oberflichenkrifte alle in der Losung vorliegenden Substanzen
gleichzeitig, jedoch mit ganz verschiedenem Enderfolg bewerben.
Reicht die Masse des Adsorptionsmittels zur Bindung des gesamten
Pigments nicht aus, so wird nur die mit der stirksten Affini-
tit ausgestattete Farbstoffart festgehalten und hierdurch die ad-
sorbierende Oberfliche ,,erschopft®.

Dies ist in der Tat der Fall, wenn die auf die Sdule gegossene
Lésung zundchst mit der obersten, hinreichend diinn gedachten
Scheibe in Berithrung kommt. Durch das Passieren der letzteren
ist also die Lésung nur in bezug auf ihren best-adsorbierbaren
Inhaltsstoff verdiinnter geworden. Ansonsten blieb sie unver-
dndert und tritt nun in die néchst-tiefer liegenden Bezirke ein,
wo der Restbetrag der erwdhnten Substanz allméhlich erschopft
und festgehalten wird. Ihre Rolle wird von einem anderen Farb-
stoff iibernommen, welcher in bezug auf die Adsorbierbarkeit an
die Spitze vorgeriickt ist und an welchem die stetig weiter
sickernde Fliissigkeit bald ebenfalls verarmt, indem auch dieser
zweite Farbstoff, unterhalb des ersteren, sich in der Sdule ablagert.
So lauft das Spiel weiter, bis die Losung praktisch farblos ge-
worden ist und bis man schlieBlich, in der von oben nach unten
betrachteten Reihenfolge der ausgebildeten Farbzonen, ein Schema
der Adsorptionsrangordnung erblickt, welche alle Komponenten
der Rohlésung umfaft.

Die gegebene Beschreibung der bei dem Zustandekommen des
Chromatogramms verlaufenden Vorgénge ist indessen nur in
groben Ziigen zufriedenstellend, denn sie harrt noch der Ergdnzung
.in bezug auf feinere Teilprozesse.

Offenbar trifft ndmlich die Annahme nicht streng zu, dall die
Oberfliche eines jeden Kornchens von vornherein und ausschlief3-
lich die mit der groBten Affinitédt ausgestattete Komponente binde.
Stellt man sich vor, dafl im obersten Sdulenbezirk die oberflichen-
aktive feste Phase plotzlich mit der Mischlgsung in Beriihrung
kommt, so wird im ersten Augenblick jedes Kérnchen von Mole-
kiilen simtlicher Farbstoffarten umhiillt sein. Alle diese Molekiil-
arten, die an die noch unbeladene Oberfliche des Kérnchens un-
mittelbar herangekommen sind, beteiligen sich an der Bildung
eines Adsorbates. So bleiben zunichst auch Farbstoffe mit ver-

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 2
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hiltnisméBig geringerer Adsorptionsaffinitdt in der Elementar-
schicht héngen; sie werden jedoch von den stetig nachfolgenden
,,stéirkeren” Komponenten aus ihrer Adsorptionsverbindung als-
bald verdrdngt: sie verlassen die feste Phase und gelangen wieder in
Losung. Nach ihrer Freilegung werden sie von dem Fliissigkeits-
strom in den nichst-tiefer liegenden Bezirk mitgerissen, wo sie,
voriibergehend fixiert, wiederum eine Verdringung erleiden. Jeder
Anteil lagert sich endgiiltig erst ab, wenn nichts ,,Stirkeres* mehr
nachkommt, wenn also die Farbringe aller Stoffe, die als Ver-
dringer in Betracht kommen konnten, in einem héher liegenden
Saulenteil bereits fertig ausgebildet sind.

Die experimentellen Stiitzen dieser Anschauung reichen bis zu
TsweTT zuriick. Auch wir hatten wiederholt Gelegenheit, diese
eigenartigen Verhiltnisse zu beobachten. So wurde z. B. die Lo-
sung eines homogenen, gelben Polyenfarbstoffes in die Saule ge-
fiithrt, welcher in der Nahe des oberen Randes hiangen blieb. Nach-
dem das Chromatogramm sich stabil ausgebildet hatte, haben wir
die Losung einer zweiten, und zwar stirker adsorbierbaren, roten
Verbindung aufgegossen, mit dem Ergebnis, dal der friiher er-
haltene Farbring alsbald nach unten wanderte und seinen Platz
an das zweite Pigment abtrat (Abb. 52—53, S. 291). Wiederholt
man jedoch den Versuch in der umgekehrten zeitlichen Reihen-
folge der Farbstoffeinfithrung, so findet ein derartiges Abdringen
nicht statt: Die Losung des spiter eingefiihrten (schwécher adsor-
bierbaren) gelben Farbstoffes passiert jetzt den bereits fixierten
roten Bezirk, um eine tiefer liegende Stelle zu belegen. In
beiden Féllen erhdlt man schlieBlich das ndmliche Chromato-
gramm. Ahnliche Erfahrungen haben Ruccri und Jensew (1,
dort S.636) an Azofarbstoffen gemacht.

Unter sonst gleichbleibenden Versuchsbedingungen ist also nur
die Reihenfolge der einzelnen Koérper gegeben, wihrend der im
Adsorbens absolut eingenommene Platz jedes Farbstoffes von der
Art der dibrigen abhdngt.

Interessant sind auch die Vorgénge, die sich beim ,, Entwickeln
des Chromatogramms abspielen. Saugt man reines Losungsmittel
nach, so wird (den einzelnen Adsorptionskoeffizienten entspre-
chend) Farbstoff von der aktiven Oberfliche verdrdngt, also
herausgeltst. Die Verteilung zwischen den beiden Phasen steuert
in der Elementarschicht dem betreffenden Adsorptionsgleich-
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gewicht zu. Ist dasselbe erreicht worden, so verli8t die Losung,
in bezug auf die Konzentration des betreffenden Farbstoffs, un-
verandert die Elementarzone. Sobald sie jedoch auf pigment-freie
Bezirke sto8t, setzt von neuem Adsorption ein und nun 148t sich
der Farbstoffinhalt von einer ununterbrochenen Reihe diinnge-
dachter Scheiben schlieBlich vollstindig abfangen. Der Entwickler
flieBt also farblos weiter, nachdem sein Pigmentgehaltim Verlaufe
der erwahnten Vorgénge allméhlich von Null bis zu einem Grenz-
wert angestiegen ist, um wieder auf Null zu fallen (TswgerT).

Durch den Entwicklungsvorgang kann das Séulenbild, je nach
GroBe der wirksamen Adsorptionskraft, in verschiedenem MafBe
und mit ganz verschiedenen Geschwindigkeiten verindert werden.
Handelt es sich um eine schwache Fixierung, so hilt sich die ad-
sorbierte Substanz nur voriibergehend in der Siule auf und wird
durch AufgiéBen des angewandten Losungsmittels sehr rasch in
das Filtrat gespiilt. Der entgegengesetzte Grenzfall tritt ein,
wenn die Adsorption dullerst stark und daher (praktisch) irrever-
sibel ist, so daf} ein noch so langes Waschen mit dem beim Adsorp-
tionsversuch beniitzten Solvent ergebnislos bleibt. Nun néihert
sich das Verhéltnis zwischen dem Adsorbens und dem adsorbierten
Stoff einer chemischen Bindung in klassischem Sinne, obzwar es
bekanntlich seit der Aufstellung der Elektronentheorie hier
keine scharfen Begriffscheidungen gibt.

Je starker und je weniger umkehrbar eine Substanz sich in
der Saule festhalten lieB, um so mehr wird man zur Anwendung
eines zweiten Losungsmittels beim Entwickeln veranlaft.

In den von CABLSOHN und MULLER (1, 2) untersuchten Fillen
konnte der festgehaltene Stoff nur durch solche Solventen wieder
freigelegt und nach unten gefithrt werden, welche stérker adsorbier-
bar sind als er. Auch in diesem Zusammenhang zeigt sich also eine
Verdrangung, was fir die TSwWETTsche Arbeitsweise charakteristisch
ist.

Die beschriebenen Teilvorginge spielen sich an zahllosen Punk-
ten der Adsorptionssdule gleichzeitig ab. Jede Volumeinheit der
Waschfliissigkeit 16st Bruchteile des Farbstoffes heraus und trans-
portiert sie nach einem tiefer liegenden Bezirk der Kolonne. Das In-
tegral aller Teilprozesse kommt in einem langsamen Abwdriswandern
simtlicher Pigmentkomponenten zur Geltung. Es ist klar, daB3
die Wanderung der einzelnen Zonen, schon mit Riicksicht auf die

2%
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Verschiedenheit der Adsorptionskoeffizienten, mit ungleichen Ge-
schwindigkeiten einsetzen und verlaufen wird. Im allgemeinen
werden die am schwichsten adsorbierten und leichtest eluierbaren
Komponenten am raschesten nach unten gefiihrt. Da aber gerade
diese Farbstoffe schon von Haus aus die untersten Abschnitte
des rohen Chromatogramms gebildet haben, miissen sich die weiflen
Zwischenrdume wihrend des Entwickelns vergrdffern oder sie zeigen
sich iiberhaupt erst jetzt (Abb. 54, 55, 56, S. 292). Das Chroma-
togramm dehnt sich aus; die Einzelschichten werden schéarfer
abgeteilt und ausgeprigt, sehr zum Vorteil des Experimentators,
der nun die aus dem Rohr gedriickte Sdule zu zerschneiden hat.

Uber die darauffolgende Elution der individuellen Farbstoffe
aus den Sdulenteilen sei folgendes bemerkt. Das geeignete Mittel
hierzu ist empirisch zu wahlen. Hat man im Hauptversuch z. B.
Schwefelkohlenstoff, Benzin, Petrolither, Tetrachlormethan an-
gewandt, so bewirkt nach TSwWETT oft schon der Zusatz von
etwas Sprit sofortige Elution. Man erwarte natiirlich nicht, dafl
eine Verbindung aus dem Medium, in welchem sie schwer léslich
ist, leicht adsorbiert werde, wahrend gute Solventen zur Elution
geeignet seien. Oft zeigt sich gerade das Gegenteil; so lalt sich
Carotin sehr gut aus Benzin chromatographisch festhalten und
durch Zusatz von etwas Alkohol eluieren, obzwar es im ersteren
Solvent verhiltnisméBig reichlich, in dem letzteren viel dirftiger
loslich ist. Hier handelt es sich eben nicht um einfache Losungs-
vorginge, sondern um die Zerlegung von Adsorbaten, wobei phy-
sikalische und chemische Faktoren mitwirken.

Ausblicke.

Wenn auch die in der Kolonne sich abspielenden Vorginge,
was ihr Wesen anbelangt, verstdndlich sind, so wire ein weiteres
Eindringen in die Probleme des behandelten Gedankenkreises er-
wiinscht, im Anschlul an die bekannte physikalisch-chemische
Theorie der Adsorptionen.

Es koénnten Zusammenhidnge zwischen dem Verhalten eines
Stoffes in der TswETTschen Séule und seiner physikalischen Kon-
stanten ermittelt werden, z. B. der Viskositdt der Losung, welche
im Verlaufe des Versuches zunéichst stindig abnimmt. Auch miissen
zu den Diffusionsgeschwindigkeiten und ferner zum Fdarbevermigen
auf Faserstoffen Beziehungen bestehen. Die letzteren Probleme
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wurden von RuccL1 und JENSEN (1) angeschnitten. Es hat sich
in mehreren, aber nicht in allen untersuchten Féllen gezeigt, daf3
Teerfarbstoffe, die in Gelatine langsamer diffundieren, mittels Alu-
miniumoxyds leichter festzuhalten sind. Eine allgemein verwert-
bare RegelméBigkeit erblickt man noch nicht.

Es fehlt eben an einer gut ausgearbeiteten theoretischen
Grundlage, welche auch fiir den Spezialfall der TswETTschen An-
ordnung nur im Rahmen der Elektronentheorie geschatfen werden
konnte. Die Bedingungen zur stabilen Festhaltung in der Saule
hiangen auch hier u. a. von dem Molekiilfeinbau des Losungsmittels
ab; z. B. wird das Vitamin A aus dem homé&opolaren Cyclohexan
viel leichter aufgenommen als aus dem heteropolaren Chloroform
(BowDEN und Bastow).

Eine weitere Aufgabe besteht darin, das chromatographische
Verhalten von verschiedenartig vorbereiteten Adsorptionsmitieln
aus dem Gebiet der reinen Empirie herauszuheben (vgl. hierzu z. B.
die Studie von CarrLsonw und MULLER 1, 2, S. 194).

Besonders dankbare Probleme bieten sich auf dem Gebiete
der Elutions- und namentlich der Verdrangungsvorginge, wenn jene
auch keineswegs leicht vorauszusehen sind. Es handelt sich, sogar
im einfachsten Fall, um die Wechselwirkung von Adsorbens,
Loésungsmittel und zweier geloster organischer Verbindungen. Daf3
nicht nur die Geschwindigkeit eines Verdringungsvorganges von
der Beschaffenheit der festen Phase abhéngig ist, sondern auch
dessen Richtung, geht z. B. aus der (keineswegs alleinstehenden)
Angabe hervor, daBl die Kalksdule oben das Follikulin und in
einem tiefer liegenden Bezirk das Indirubin festhilt, wihrend auf
Tonerde eine umgekehrte Schichtenfolge beobachtet wurde (Du-
scuNskY und LEDERER). Mehr oder weniger stabile chemische
Beziehungen zwischen dem Adsorbens und dem adsorbierten Stoff,
z. B. das Entstehen von salzartigen Gebilden, Komplexverbin-
dungen, Lacken usw. geben unter Umstdnden den Ausschlag.
Das theoretische Studium verwickelterer Vorgédnge, das ,,Viel-
korper-Problem“ der Chromatographie, erscheint ebenfalls als
zeitgemaB.

Austausch-adsorption. Eine besondere Art von Verdringung
stellt sich ein, wenn gleichzeitig mit der Adsorption gewisse Atom-
gruppen aus der festen Phase entfernt werden, um dem aufzu-
nehmenden Stoff Platz zu machen. Ein schones Beispiel hierfiir
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wurde von KoLTHOFF, V. FISCHER und ROSENBLUM (s.auch Kort-
HOFF und RoSENBLUM) am Bleisulfat studiert. Bindet dieses Ad-
sorbens den Triphenylmethanfarbstoff Wollviolett 4 BN, so werden
an der Oberfliche der festen Phase Sulfationen durch Farbstoff-
ionen ausgetauscht :

PbSO, + Wollviolett —-> Pb-Wollviolett + SO,~—

(Oberfliche) (Losung) (Oberflidche) (Losung)
C.H,
<’ >——N-—CH2—<7ﬁ>—S03Na

/—\ //\__,
C,H, . N— —C =
N/ v ”:\:N(Csz),

CH, N e |
A on
g
NS

SO,;Na Wollviolett 4 BN.

Die ersteren gelangen in die Losung, wo auch Natriumionen aus
dem Farbstoff verblieben sind. Die Verwertung solcher Beob-
achtungen bei der Chromatographie weiterer organischer Stoffe
wire erwiinscht. Fir das Verhalten anorganischer Iomen liegen
interessante Angaben von ScEHWAB und JOCKERS (1, 2) sowie von
Scewas und DATTLER vor:

Wird ein entsprechend gewdhltes Metallsalz, z. B. Kupfer-
sulfat, auf eine Aluminiumoxyd-Séule gegossen, so 1Bt sich das
Kupfer leicht fixieren, nicht aber das Sulfation, welches in den
Durchlauf gelangt. Demnach mul} eine mit dem SO,~— dquiva-
lente Kationmenge aus der Saulensubstanz in die fliissige Phase
abgedringt worden sein. Tatsdchlich enthidlt das Filtrat ein
Metallion, aber nie Aluminium, sondern Natrium, das auch in den
reinsten Sorten als Aluminat enthalten zu sein scheint und wéh-
rend des Versuches von anderen Metallen in permutoider Art ver-
dringt wird, z. B.:

Natriumaluminat + Cut+ -— - Cuprialuminat + 2 Na*
(Oberfliche) (Losung) (Oberfliche) (Losung)

In der Tat wird das Cobalt- oder Kupferion von natrium-
freien Aluminiumoxyd-Séulen schwicher adsorbiert als von
der Handelsware. Man beobachtet auch eine stérkere Aus-
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breitung der Zonen, wenn das Chromatogramm entwickelt wird
(Abb. 2). Damit in Einklang steht nach der Ansicht der ge-
nannten Autoren die Beobachtung, dafl unbesetzte Zwischen-
riume hier nicht auftreten, da das Adsorbens, wenn das Natrium
einmal verdridngt worden ist, nie wieder ,leer wird.

Hat man die Sdule mit verdiinnter HNO, vorbehandelt, so ist
der urspriingliche Alkaligehalt nun entfernt. An den adsorptions-
fahigen Stellen diirfte dann Aluminiumnitrat vorliegen, dessen

Waschwassermenge
5 70 75 20 5 0 Vo 20
I
[, \\ Cy
17, — o

v —~ 7
K
N
e
N 20— w0

Abb. 2. Zonenwachstum beim Waschen des Chromatogramms mit Wasser, nach SCHWAB
und JOCKERS (2). Links natrium-armes, rechts gewohnliches Aluminiumoxyd.

Anion durch ,,stidrkere Anionen verdringt werden kann. Eine
solche Sidule ist zur Austausch-adsorption von gewissen Sédure-
resten geeignet (S. 288).

Zusammenfassend kann man sagen, daB die physikalisch-
chemische Untersuchung von Teilvorgingen, die speziell in der
Adsorptionssidule verlaufen, noch sehr ausbaufihig ist.

Zusammenhang zwischen Chromatogramm und
Konstitution.

Es befriedigt nicht, wenn man das Verhalten zahlreicher Ver-
bindungen in der TswETrTschen Siule empirisch festlegt, sondern
es miissen die Beziehungen zum molekularen Bau niher erforscht
werden. Diese Arbeit ist noch wenig fortgeschritten, sie liefert je-
doch bereits einige Stiitzen fiir den Experimentator, nimlich die
Voraussage des Adsorptionsverhaltens fiir bestimmte Félle, manch-
mal auch Riickschliisse auf die Strukturformel, auf Grund
eines chromatographischen Versuches.
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Chromatographische Trennung von Stereoisomeren.

Es ist eine wichtige Aufgabe, das TswerTsche Verfahren
in der Raumchemie zu verwerten. Einerseits ergibt sich so das
zur Trennung von zwei Korpern erforderliche AusmaB ‘von
Struktur-unterschieden und andergrseits wird man Korper iso-
lieren konnen, die auf keinem anderen Wege zu fassen sind.

WiNTERSTEIN und STEIN (1) sowie WINTERSTEIN (1) haben
als erste die chromatographische Fraktionierung von cis- und
trans-Bixin sowie von cis- und trans-Crocetin-dimethylester in
der Adsorptionsséule kurz erwahnt. Unter den stickstoffhaltigen
Substanzen kann die cis-form des Azobenzols, die nach HARTLEY
(1, 2) durch Belichten entsteht, im Chromatogramm abgetrennt
werden (Abb. 68, S.296, ZECHMEISTER, FREHDEN und FiscHER
JORGENSEN, AlLO,, Benzol).! Auf dem Gebiete der optischen
Isomerie haben SToLL und HoFMANN die Scheidung von Epimeren
beschrieben (Naheres S. 227). Ein besonders interessantes Ergebnis
ist die von HENDERsON und RULE mit Hilfe einer optisch
aktiven Siulenfiillung durchgefiihrte, partielle Zerlegung eines
Racemkorpers. Die hohe Selektivitit der Adsorptionsaffinititen
wurde dadurch mit einem weiteren schénen Beispiel belegt:

HENDERSON und RULE haben eine schwache Lésung von race-
mischem ‘p-Phenylen-bis-iminocampher C,H,;=N.CH,.N=C,H,,
in Benzin + Benzol (8:1) durch eine Milchzucker-Sdule gegossen.
Das Entwickeln wurde mit dem erwihnten Gemisch so lange fort-
gesetzt, bis "die anfangs nur oben fixierte blaBgelbe Farbschicht so
gut wie das ganze Rohr erfiillte..Nun hat man die Sdule in vier
Teile zerschnitten, welche mit Chloroform ausgezogen und im Polari-
meter geprift wurden. Es zeigte sich, daB d stdrker adsorbiert
worden ist als . Die spezifische Drehung des im oberen Viertel ent-
halten gewesenen Materials betrug nédmlich + 90°, wihrend diejenige
vom untersten Viertel — 50° drehte (Chloroform). Diese Werte
lieBen sich durch Umkrystallisieren nicht &ndern. Da [«]p der reinen
Antipoden 4 1500° betrigt, ist hier die Trennung des Racemates
in einer Operation, in bezug auf die d-Komponente, im AusmaBe
von etwa !/, gelungen. —

Nachstehend werden iiber den Einfluf gewisser Atomgruppen
auf die Stirke der Adsorptionsaffinitit Angaben gemacht, so-
weit dies schon heute tunlich ist.

1 Nachirag. Soeben erschien eine ausfithrliche Abhandlung von
Coox (2) uber denselben Gegenstand.
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1. Synthetische Polyene.

Die Poly-ene enthalten ein mehr oder minder langes System
von liickenlos konjugierten C-Doppelbindungen in offener Kette.
Die Vertreter dieser Reihe sind streng analog gebaut, so dafl es
leicht ist, dasjenige Strukturelement herauszufinden, durch welches
die Adsorbierbarkeit spezifisch gesteigert wird. Es ist dies die
Athylenbindung. Je linger die erwihnte ungesittigte Gruppierung
sich ausdehnt, um so stirker gibt sich die Adsorptionsaffinitéit
kund, was theoretisch einleuchtend ist. Das Beispiel der von
KusN und WINTERSTEIN (5) dargestellten Diphenyl-polyene, mit
der allgemeinen Formel

CeH,—(CH=CH),—C,H,
zeigt nach WINTERSTEIN und ScHON (2) den bedeutenden Einfluf,
den der Mehrgehalt an einer einzigen Doppelbindung auf das Ver-
halten in der Adsorptionssdule ausiibt (Tabelle 1):

Tabelle 1. Adsorptionsrangordnung von
Diphenyl-polyenen.
Sté,rkst(? C¢H;—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH;
Ads. Zm Diphenyl-octatetraen.

CeH;—CH=CH—CH=CH—CH=CH—C,H,

Diphenyl-hexatrien.

CH;—CH=CH—CH=CH—C.H;
Diphenyl-butadien.

CpH,—CH=CH—C,H,

Stilben.
schwéchste CeH,—C.H,;
Ads. Diphenyl.

Nach der Entwicklung nehmen die genannten Homologen scharf
geschiedene Plitze im Chromatogramm ein, was besonders schén
im ultravioletten Licht sich vorfithren 14Bt: oben erblickt man
zwei verschieden gelb aufleuchtende, darunter in drei verschiedenen
Blau fluoreszierende Zonen.

Wird der Benzolring durch gewisse heterocyclische Gebilde er-
setzt, so bleibt der adsorptions-steigernde Einflufl der konjugierten
Doppelbindungen bestehen. Nach RuaeLi und JENSEN (1) enthalt
das aus walriger Losung bereitete Aluminiumoxyd-Chromato-
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gramm, im Rahmen der von KueN, WINTERSTEIN und BALSER
studierten (teils unveréffentlichten) Indolenin-Reihe, den blauen
Farbstoff oben, den gelben im untérsten Bezirk. Auch hier laufen
also Farbtiefe und Adsorptionsaffinitit parallel (Tabelle 2):

Tabelle 2. Adsorptionsrangordnung einiger
Indoleninfarbstoffe.

Stiarkste ~ CH, CH, CH, CH,
Ads. /\FO éi/\l
' | Co
‘ 1 C=CH—CH=CH—-CH=CH—CH=CH——(I} |
NN NN\
N N
| N
CH, ¢l CH,
Indolenin-blau.
CH, CH, CH3 CH,
(\_4; C‘Jpﬁ
b
| C=CH—CH= CH—CH—CH—é |
N \N/ AV
I N
CH, ¢l CH,
Indolenin-violett.
CH CH, CH,
s
A ol
l | C CH—CH=CH—C U
[ A4 \/ \\N/
|
| 0 2N
- CH, Cl CH,

Indolenin-rot (Astraphloxin).

; CH,CH; CH,CH,

. D
' «J:_CH—(lJ |
| \/\/ YOV

v
schwichste (|)\H3 CI/\CH

Ads. Indolenin-gelb.
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2. Natiirliche Polyene: Carotinoide.

Wie bekannt, sind die Carotinoide fettlosliche, wasserunlés-
liche, gelbe bis violette Farbstoffe, welche sich von dehydrierten
Isoprenresten ableiten. Ihr ganz oder vorwiegend aliphatischer
Charakter kommt in den S. 30—32 stehenden Symbolen zum Aus-
druck (0, 1 oder 2 Jononringe). Von den oben besprochenen syn-
thetischen Polyenen unterscheiden sich die Carotinoide am auf-
fallendsten durch die mehrfache Verzweigung des Kohlenstoff-
skelettes (Naheres z. B. in den Monographien von ZECHMEISTER
1, 6, WILLSTAEDT 2, LEDERER 2, 3, 12).

Die Carotinoide im engeren Sinne (mit C,;) bieten ein ge-
eignetes Material fiir die Untersuchung des Zusammenhanges
zwischen Adsorptionsverhalten und Struktur. Die allgemeine Ge-
stalt des Molekiils ist bei samtlichen Vertretern dieser Pigment-
klasse iibereinstimmend, ebenso die Lage und Bindungsart der
22 mittleren Kohlenstoffatome. Auf Grund der Strukturformeln
lassen sich die folgenden Regeln ableiten (Tabelle 5—6, S. 30—31).
Nach der bisherigen Erfahrung ist bei sonst analogem molekularen
Bau die Adsorptionsaffinitit stirker, also die in der Sdiule relativ
eingenommene Stelle hoher liegend:

1. wenn die Anzahl der Doppelbindungen grofer ist (Beispiel:
Lycopin und y-Carotin),

2. wenn bei gleicher Anzahl solcher Bindungen alle konjugiert
sind (Beispiel: - und «-Carotin), '

3. wenn im Falle identischer ungeséittigter Systeme Hydroxyl
im Molekiil vorkomm?t (Beispiel: Kryptoxanthin und f-Carotin),

4. wenn die Anzahl der OH-Gruppen steigt (Beispiel: Zeaxan-
thin und Kryptoxanthin) und

5. wenn an Stelle einer C-Doppelbindung konjugiertes Carbo-
nyl steht (Beispiel: Capsanthin und Zeaxanthin).

Ahnliches gilt nicht nur fiir die nativen Carotinoide, sondern
auch fir deren kiinstliche Abbauprodukte, z. B. Carotinon und
Semj-ﬁ-earotinon (KuaN und BROCKMANN 6, 10: Tabelle 7, S. 33).

Uber die Beziehung zwischen Farbe und Adsorptionsverhalten
s. S. 36, 114.

Die Haftfestigkeit eines Polyens an der adsorbierenden Ober-
fliche geht also mit der GroBe derjenigen Krifte parallel, die in
der ilteren Chemie unter dem Begriff ,,Partialaffinitat‘ zusammen-
gefaBt wurden. Dazu kommt noch die spezifische Wirkung des
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Hydroxyls, welche z. B. auf CaCO,, Ca(OH), oder Al,O, viel stirker
und wohl in ,,chemischem‘ Sinne zum Ausdruck gelangt als der
Mehrgehalt an 1 konjugierten Doppelbindung. So nimmt das
Lutein (mit nur 10 konj. F) einen hoheren Platz in der Saule ein
als das Lycoxanthin (11 konj. F), wobei die gréBere Anzahl der
Hydroxyle (2 gegen 1) entscheidend ist (Tabelle 6, S. 31). Als
merkwiirdig erscheint dort auch die Einordnung des Rhodoxan-
thins. Dieses Keton (12 konj. F, “daran anschlieBend 2 Carbonyle,
kein Hydroxyl) steht tiefer als ein Polyenalkohol mit nur 11 C-
Doppelbindungen. Auch hier denkt man wohl an den besonders
starken AnschluB8 der OH-Gruppe an das Adsorptionsmittel.

Wird das Hydroxyl verestert, so sinkt die Adsorptionsaffinitit
des Carotinoids in auflerordentlichem Mafe, so daB das Verhalten
an sauerstoff-freie Polyene erinnert. In der Rangordnung steht
Zeaxanthin-dipalmitat (Physalien) nicht nur tiefer als Zeaxanthin,
sondern seine Adsorbierbarkeit wird sogar von derjenigen des Kryp-
toxanthins tibertroffen; 1 unverestertes Hydroxyl ist also weit
stirker wirksam als mehrere veresterte. Ferner kommt die groere
Lange des konjugierten Systems auch beim Rhodoxanthin sofort
zur Geltung, wenn es z. B. mit freiem und mit verestertem Zea-
xanthin verglichen wird : in der Sdule nimmt das Keton eine Mittel-
stellung ein.

Was speziell die Ester anbetrifft, so wird ihr chromatographisches
Verhalten auch von der Art der sauren Komponente mitbestimmt,
namentlich wenn die letztere ungesittigter Natur ist.

Tabelle 3. Adsorptionsreihe der wichtigsten Carotinoide
aus Benzinlésung, nach WINTERSTEIN (1).

Am stédrksten | Fucoxanthin . . Cy,H;,0,
adsorbiert Violaxanthin . . C,H;0,
-] Taraxanthin . . C,,H 0, —_
e E Flavoxanthin. . C,,H;0, Alkohole CaCO, §
g | & Zeaxanthin . . C,,H,,0 ‘S
T |8 401562 g
o | S Lutein. . . . . CuHy0, 4
g5 Rhodoxanthin . CyHy0, Keton 2
g g Physalien . . . Cp,Hy0, Ester 2
é 5 Helem.en .. . CpHu0, g
] Lycopin . . . . CuHyg, Z
i< y-Carotin . . . CyHy, Kohlen- Al,O4
am schwichsten | f-Carotin . . . C,Hy,[ wasserstoffe
adsorbiert a-Carotin . . . Cy,Hg,
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Die erste Adsorptionsrangordnung auf dem Gebiete der Caro-
tinoide stammt von WINTERSTEIN (1) und ist in der Tabelle 3,
S. 28, wiedergegeben.

Beriicksichtigt man auch einige neuentdeckte Vertreter, so
ergibt sich fiir die unveresterten, sauerstoffhaltigen Carotinoide der
Cyo-Reihe etwa die in der Tabelle 4 verzeichnete Schichtenfolge®:

Tabelle 4. Adsorptionsrangordnung von sauerstoffhaltigen
(unveresterten) Carotinoiden.

Am stiarksten | Fucoxanthin . . C,H ;04 (Struktur unbekannt)
adsorbiert Capsorubin. . . C,HgO, (Dioxy-diketon)
Capsanthin. . . C,H;0; (Dioxy-monoketon)
Violaxanthin . . CyHys0,| (3—4-wertige Alko-
Taraxanthin . . Cy,Hyq0,) hole)
Antheraxanthin C,,H;0,
Petaloxanthin . C,,H;,0,; (3-wertige Alkohole)
Flavoxanthin. . C40H5603[

Lycophyll . . . C,H;60,
Zeaxanthin. . . C,H,,O0, (2-wertige Alkohole)
Lutein. . . . . C40H5602l
Lycoxanthin . . C,H;,0 l
Krypto- und (1-wertige Alkohole)
am schwichsten Rubixanthin . C,,H,0
adsorbiert Rhodoxanthin . C,H;,03 (Diketon)

Die Tabellen 5—6, S. 30—31, enthalten strukturell geklirte
Carotinoide und geben gleichzeitig deren Rangordnung.

Ahnlich liegen die Adsorptionsverhéltnisse bei gewissen kiinst-
lichen Abbauprodukten der Carotinoide (vgl. Tabelle 7, S. 33).

3. Mehrkernige aromatische Kohlenwasserstoffe mit kondensierten
Ringen.

Es haben sich auch auf diesem Gebiete interessante Bezie-
hungen zwischen Molekiilbau und Adsorptionsrangordnung er-
geben, welche auf Grund der Arbeiten von WINTERSTEIN und
ScHON (2, 3), ferner von WINTERSTEIN, SCHON und VETTER, von

1 Nachstehende Kombinationen sind auf Grund der Literatur ein-
geordnet worden und konnten nicht unmittelbar in der Saule ver-
glichen werden : Fucoxanthin— Capsorubin, Lycophyll—Flavoxanthin,
Antheraxanthin (und Petaloxanthin)—-Flavoxanthin. Dieselben—
Lycophyll.
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WINTERSTEIN und VETTER sowie von WINTERSTEIN, VETTER und
ScHON nachfolgend skizziert werden.

Oft zeigt sich auch hier die RegelmaBigkeit, daB der in der
Séule (relativ) eingenommene Platz um so hoher liegt, je mehr
Doppelbindungen vorhanden sind. Besteht das Molekiil ausschlie3-
lich aus kondensierten Sechsringen, so bewirkt der gleichartige
Anschluf} eines neuen Ringes (und damit die Steigerung des C-Ge-
haltes) eine Vermehrung der Doppelbindungen. Bei sonst gleich-
bleibender Struktur beobachtet man dann, daf die Schichtenfolge
im Aluminiumoxyd-Chromatogramm, von oben nach unten, mit der
Verminderung der Ringzahl parallel geht, z. B.:

Oben: Naphtacen C;gH;,: 4 Ringe, 9 F (Formel III),
Anthracen C,; ;H,,: 3 Ringe, 7 F (II),
unten: Naphtalin C,H,; : 2 Ringe, 5 F (I).

Nach dem gleichen Prinzip verlduft die Zonenbildung aus einem
Gemisch der folgenden vier Kohlenwasserstoffe, von denen Benz-
pyren im oberen S&ulenbezirk, Phenanthren im Filtrat ange-
reichert wird, so daBl die Wiederholung des Adsorptionsversuches
schlieBlich zu einer anndhernd vollstdndigen Trennung fiihren
mufl:

Oben: 1,2-Benzpyren! CyoH,,: 5 Ringe, 10 F (VII),
Chrysen CygHyp: 4 Ringe, 9 F (VI),
Pyren CmHlo 4 Ringe, 8 F (V),

unten: Phenanthren C,,H,,: 3 Ringe, 7F (IV).

an I/\ 8088
Y
k \/\/’\/’\/

Naphtahn Anthracen Napht:;cen.
SN OOENGS
(7 O (77 (I V'Y
b k/ [ /' NN
VI. VIIL.
Phenanthren Pyren Chrysen. 1,2-Benzpyren

(=,,3,4-Benzpyren*).

1 Wird auch 3,4-Benzpyren genannt.
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Als ein weiterer Beleg sei noch das folgende Chromatogramm
angefiihrt:

Oben: 1,2:2,3’-5,6: 2”/,3"-Dinaphtanthracen C,;yH,3: 7 Ringe,
15 F (Formel VIII),
1,2-Benz-5,6-(2’-3'-naphto)-anthracen Cy,H;4: 6 Ringe,

13 F (IX),
unten: 1,2,5,6-Dibenzanthracen Cy,H,,: 5 Ringe, 11 F (X).
AN
|
1/\/\I/\’/ '/W/\/\‘/ /N
i \ | !
‘/ \’/ NN i/ W/ NN ( N \/ N
| |
N ‘/ \|/ ‘/ N\ /
|
/ NS N
VIII. IX. X.
1,2: 2/,3'-5,6: 2"',3'/-Di- 1,2-Benz-5,6- 1,2,5,6-Dibenz-
naphtanthracen. (2’,3’-naphto)-anthracen. anthracen.

So eindrucksvoll die erwidhnte einfache Regel ist, so reicht sie
zur Erklirung der Verhéiltnisse in vielen Féllen nicht aus, sondern
man erkennt besondere Strukturelemente, durch welche die Ad-
sorbierbarkeit in hohem MafBe gesteigert wird, weit iiber das Er-
wartete hinaus. Als ein solcher Faktor erwies sich jener merk-
wiirdige Zustand, in welchem die beiden mittleren, meso-Stellen
des Anthracens sich befinden; man denke nur an ihr iiberraschen-
des Additionsvermégen. Der an jenen Stellen vorhandene, radikal-
artige Zustand ist nach WINTERSTEIN und ScHON (2) mit einer
Starkung der Adsorptionsaffinitit vetknipft.

Nur so wird es verstindlich, daB das 1,2-Benzpyren (5 Ringe,
10F, Formel VII, S.34) im Chromatogramm tiefer steht als
Naphtacen (4 Ringe, 9F, Formel III, S.34). Im Molekiil des
ersteren ist ndmlich gerade eine meso-Stelle von dem anschlieBen-
den Ringsystem besetzt, wodurch dort die ,,normalen‘‘ Valenzver-
haltnisse hergestellt werden.

3*
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Wir gehen nun zur Erérterung der Beziehungen zwischen
Struktur, Adsorptionsaffinitit und Farbe iiber, welche sich auf dem
behandelten Gebiet ergeben haben.

Da der erwahnte, radikalartige Zustand sowohl mit einer be-
deutenden Farbvertiefung als auch mit einer Steigerung der Ad-
sorbierbarkeit einhergeht, kommen auch Farbtiefe (z. B. die Lage
des langwelligsten optischen Schwerpunktes) und Adsorptions-
affinitdt miteinander in Zusammenhang. Dies wirkt sich, wie bei
den Carotinoiden, in dem Sinne aus, daB gewisse, tiefer gefirbte
Kohlenwasserstoffe in der Tswerrschen Siule héher stehen als
ihre Verwandten, welche kurzwelliger absorbieren. Dasselbe gilt,
wenn die Extinktionsmaxima in das Unsichtbare verschoben sind.

Bezeichnend ist z. B. der Fall des orangeroten Naphtacens
(II1, S.34). Nach einer von CrLAR aufgestellten (u. a. von

ScroLL nicht anerkannten) Hypothese
N N/  wird der radikalartige Zustand des An-
I | l | } thracens durch den linearen AnschluB3 eines
AN weiteren Benzolkernes noch bedeutend ge-
2,3,6,7-Dibenzanthracen. steigert. Demgemi zeigt sich eine Stér-
kung der Adsorptionsaffinitit in der
Sédule: das Naphtacen (2,3-Benzanthracen) wird fester fixiert als
alle anderen vierkernigen Kohlenwasserstoffe der Reihe. Sogar
unter den pentacyclischen Verbindungen nimmt nur das gleich-
falls linear gebaute 2,3,6,7-Dibenza,nthraéen einen hoheren Platz
als Naphtacen ein.

Weitere Beispiele:

a) Oben: Naphtacen (orangerot, III, S. 34),
unten: Chrysen (farblos, VI, S. 34).

b) Oben: Naphtacen (orangerot, III, S. 34),
unten: 1,2,6,7-Dibenzanthracen (orangegelb, Formel folgt).

¢) Oben: 1,2,6,7-Dibenzanthracen (orangegelb),
unten: 1,2,5,6-Dibenzanthracen (farblos, Formel folgt).

Dije Differenz im Adsorptionsverhalten der beiden letzteren
Isomeren diirfte dadurch bedingt sein, dafl im einen Falle vier, im
anderen nur drei Ringe linear angeordnet sind. Ein angularer
Anschlufl vermindert namlich nach der Annahme von CLAR den
,,anormalen‘ Zustand, also auch die Farbtiefe.
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NV
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NNV AN
s -
VAVAVAVS NS
1,2,6,7-Dibenzanthracen. 1,2,6,6-Dibenzanthracen.
A4 Ein typisches Ergebnis zeigte sich auch bei

i ' den folgenden Trennungen:
|
AVA VAN d) Oben: 1,2,6,7-Dibenzanthracen  (orangegelb,
geg
Formel voranstehend),
N unten: 1,2-(2/,3’-Naphto)-anthracen (blaBgelb).

Es sei betont, dafl die Chromatographie mit den

! ! Gemischen ¢) und d) 6fters wiederholt werden muf,

/" da die Adsorptionsdifferenzen bereits gering sind.

1,2-(2',3'-Naphto)- Fuhrt man in das zuletzt erwidhnte Paar noch je

anthracen. einen Benzolring ein, so versagt die Trennungs-
methode vollig.

e) Oben: Perylen (orangegelb, Formel nachstehend),
unten: 1,2-Benzpyren (blaBigelb, Formel nachstehend).

AN
A PN
AN /\)\/\/
t/ ) P
Perylen. 1,2-Benzpyren (= ,,3,4-Benzpyren®).

Perylen und 1,2-Benzpyren sind isomer (Cy,H,,), pentacyclisch
und ohne freie meso-Lage; der Grund ihrer gelung‘enen Schei-
dung ist noch unklar. DaB die Adsorptionsaffinitét in der be-
sprochenen Korperklasse selbst von feinen strukturellen Unter-
schieden stark abhingig ist, kann auch mit der chromatographi-
schen Trennbarkeit des anti-diperi-Dibenzcoronens von Anthro-
dianthren belegt werden (S. 38).



38 Grundlagen.

! AN PAVAVAN
A | A YN
\|/\|/ \i/ \E ‘/ \‘/ \‘/ \’/

Zusammenfassend sei vermerkt, daB die WINTERSTEINschen
Untersuchungen einerseits die Grenzen der Anwendbarkeit des
TsweTTschen Verfahrens innerhalb einer scharf umrissenen Stoff-
klasse abstecken und anderseits dartun, da8 hier Farbvertiefung
sowie Steigerung der Adsorbierbarkeit auf die gleiche struktu-
relle Ursache zuriickzufiihren sind.

Die entscheidende Anzahl von C-Doppelbindungen bildet nur
einen besonders leicht feststellbaren Spezialfall einer umfassenderen
GesetzmaBigkeit.

4. Azofarbstoffe.

Mit Riicksicht auf die auBerordentlich groBe Anzahl der hier-
her gehdrenden Korper wird die adsorptionsanalytische Klarung
des Gebietes noch ausgedehnte Untersuchungen erfordérn. Be-
reits jetzt liegen interessante Ergebnisse von RugaLI und JENSEN
(1, 2) vor, aus deren Arbeit die folgenden Angaben entnommen
sind (Einzelheiten s. auch S.185 sowie besonders bei JENSEN).

Ist der sonstige Bau des Farbstoffes in groBen Ziigen fest-
gelegt, so wird die Adsorptionsaffinitat mit der Anzahl der Azo-
gruppen parallel wachsen; so ergab sich z. B. die folgende
Schichtenreihe (wifrige Loésung, AlO,-Séule, was auch fiir die
weiteren Trennungen gilt):

Stérkste Ads. Diamingrin G (Trisazo-farbstoff),
Kongorot rein (Disazo-farbstoff),
schwichste Ads. Diaminrosa FFB (Monoazo-farbstoff).

- Sehr schon sieht man diesen EinfluB in jener azohomologen
Reihe, deren Vertreter nacheinander entstehen, bei dem schritt-
weisen Diazotieren und alkalischen Kuppeln der sogen. ,,J-Séure,
(2-Amino-5-naphtol-7-sulfosiure) bzw. der daraus entstandenen
Farbstoffe:
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Die nach dem Schema
J-Sdure-(N =N-J-Siure),
zusammengesetzten Farbstoffe schichten sich in der nachstehen-
den Art (je 0,8 g in 250 cm® Wasser, mit 750 cm? entwickelt):

Stidrkste Ads. n = 4, Zone dunkelviolett,

| n =3, ,  heller violett,

y n =2, , roétlich-violett,
schwichste Ads. » = 1, rotoranges Filtrat.

Ein durch Selbstkuppelung entstandener Farbstoff mit zweifel-
hafter Struktur (n unbekannt) schiebt sich unterhalb n = 2 ein.

Bei gleichbleibender Anzahl der Azogruppen ermittelten Ruaari
und JENSEN (1, 2) weitere Faktoren, durch welche die Adsorp-
tionsaffinitit wesentlich beeinflu3t wird:

a) Ein g-stindiges Hydroxyl scheint im Naphtalinkern stérker
zu wirken als ein x-Hydroxyl, z. B. steht das Natriumsalz der
2-Naphtol-4-sulfosiure im Chromatogramm hoher als 1-Naphtol-
4-sulfosaures Natrium:

(I)H
AN\ _oH VAVAN
(Oben) ‘l : ! I (unten.)

NS Y
SO;Na SO;4Na
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b) Eine B-sténdige Aminogruppe bewirkt, bei sonst analoger
Struktur, kréiftigere Adsorption als eine «-stindige, z. B.:

Stiirkste Ads. 2-Amino-8-naphtol-6-sulfosiure,

| Kupplgll_lgs Ptf°ftukt 2-Amino-5-naphtol-7-sulfosiure,

' von  diazotiertem 6-Amino-2-naphtol-4-sulfosiure,
Benzidin und . o

J 9 Molen: 1-Amino-8-naphtol-4-sulfosiure,

schwichste Ads. olen: 1-Amino-5-naphtol-7-sulfosiure.

(Die beiden letzteren Farbstoffe sind ungeféhr gleich stark ad-
sorbierbar.)

Alle diese Verhéltnisse gelten natiirlich nur fiir wirige Losung
und bei Anwendung von Aluminiumoxyd. Entfernt man die Sulfo-
gruppen und arbeitet in nichtwéfBrigem Medium, so gestalten sich
die Adsorptionskrafte vielfach ganz anders.

¢) 0-Oxyazofarbstoffe werden besser adsorbiert als p-Ozyazo-
farbstoffe. Dieser starke EinfluB wirkt bei dem folgenden Paar
ausgleichend, die beiden nachstehenden Verbindungen werden
ndmlich gleich stark fixiert, trotz der - bzw. x-Lage der Hydro-

xylgruppe.

(])H N=N-C,H, SO,Na
}/ \‘/ \‘—NzN-CeH‘~ SO,Na 7 \‘/K,—OH

) l
\/\/ L/\\/ Orange II.

Bedeutend schwicher wird hingegen Orange I festgehalten,
infolge seiner p-sténdigen Kupplungsstelle.

IOH
NN

| i
-
NN
N=N-C,H, SO;Na
Orange I.

d) Wie schwer es ist, bei verwickelt zusammengesetzten Farb-
stoffen das Verhalten in der Saule bzw. die Trennbarkeit von
anderen Vertretern vorauszusagen, sei mit folgendem Beispiel be-
legt. Erika B und Erika G extra sind adsorptionsanalytisch nicht
trennbar, wihrend Direkthimmelblau griinlich und Direktblau 2B
gich sehr gut scheiden lassen, obzwar die Strukturunterschiede
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nicht viel gréBer sind als bei dem erstgenannten Paar. Vielleicht

geben hier die Methoxyle den Ausschlag.

b. Die Gruppe des Fluoresceins

zeigt nach RueeLl und JENSEN (1) eine starke Abhéngigkeit des
Verhaltens von dem Halogengehalt, indem die Adsorptionskraft
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mit der Anzahl und dem Atomgewicht des Halogens wichst. Da
auch eine Farbvertiefung von dem gleichen Faktor verursacht wird,
sieht man auch hier eine Parallele zwischen Farbtiefe und Stellung
im Chromatogramm (Wasser, Al,O,):
Starkste Ads.  Rose bengale (4 J, 2 Cl),
Phloxin (4 Br, 4 Cl) und Erythrosin (4 J),
Sprit-eosin (Eosin-methylester, 4 Br) und
Eosin (4 Br),

schwichste Ads. Fluorescein (halogenfrei).

Zweites Kapitel.
Methodik.

Adsorptionsmittel.

Allgemeines.

Theoretisch kann jeder pulverisierbare oder sonst fein zerteil-
bare Stoff und auch faseriges Material als Adsorbens dienen, vor-
ausgesetzt, daB es in dem angewandten Solvent unléslich ist und
weder auf das letztere noch auf die festzuhaltenden Verbindungen
in stérendem Sinne einwirkt. Bereits TswerT (1) priifte iber
100 Adsorptionsmittel.

Es hat sich jedoch gezeigt, dal im allgemeinen eine engere
Auswahl hinreichend ist. Zunichst entfielen die meisten orga-
nischen Materialien aus praktischen Griinden, da man sie nur vor-
sichtig trocknen und durch Ausglithen nicht regenerieren kann.
AuBerdem enthalten manche derartige Préparate kleine Mengen
loslicher Begleiter, die man durch eine lastige Vorextraktion ent-
fernen mufB}. Bisher haben sich aus dieser Stoffklasse Inulin
und Puderzucker bewshrt, die beide schon TswerT (1) empfahl.
Mitunter wird Milchzucker angewandt. Die Anzahl der organi-
schen Adsorbenzien diirfte indessen wieder steigen, denn ver-
schiedene Moglichkeiten sind noch unausgenutzt; so kiindigen
RucgeLr und JENSEN (1) chromatographische Versuche mittels
Baumwolle an.

Auf dem Gebiete der anorganischen Adsorptionsmittel kommen
die sehr stark sauren oder basischen Verbindungen im allgemeinen
aufler Betracht, oft auch dunkle oder stark gefarbte Substanzen,
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auf denen die Schichtenfolge sich schwer erkennen lat. Sollen die
einzelnen Komponenten direkt aus der unzerteilten Siule heraus-
gelost werden, so entfillt die letztere Beschrinkung.

Das Mengenverhdltnis zwischen dem Adsorbens und dem ad-
sorbierten Stoff ist je nach der Versuchslage sehr groBen Schwan-
kungen unterworfen und variiert z. B. von 1: 10 bis zu 1 : 100000.
Der bedeutende Verbrauch an Sédulenmaterial ist ein Nachteil
der TswerTschen Methodik, namentlich im GrofB3versuch.

Bei der Wahl des Adsorptionsmattels verfahrt man empirisch,
es gibt jedoch bereits Literaturangaben in geniigender Zahl,
welche innerhalb gewisser Stoffklassen wegleitend sind.

Die nachstehenden Angaben gelten fiir das gemiBigte Klima,
in tropischen Léndern liegen die Adsorptionsverhiltnisse unter Um-
stinden ganz anders. So fanden vAN VEEN und LANZING bei der
Untersuchung der Blutserum-polyene, dafl Calciumhydroxyd und
Aluminiumoxyd in Batavia erheblich schwécher fixieren als in Europa.
Das erstere Adsorbens war eben deshalb unbrauchbar, das zweite
besonders gut brauchbar und differenzierend.

N atiirli,ch ist nicht nur die chemische Beschaffenheit der Siule
entscheidend, sondern ganz besonders ihre Qualitdt. Wie bekannt,
wirken Praparate verschiedener Herkunft, welche den gleichen
chemischen Namen tragen, bei Adsorptionsversuchen oft ganz ab-
weichend, in quantitativer, sogar in qualitativer Hinsicht. Vor
allem spielt hier die Ausdehnung und die Beschaffenheit der
Oberfliche der einzelnen Teilchen eine Rolle. Ferner gibt es un-
bekannte Faktoren, welche die Verwendung eines ganz bestimmten
Priparates, z. B. einer Handelsmarke, bevorzugen lassen. Die An-
wesenheit chemischer Verunreinigungen ist nicht unbedingt von
Nachteil, sie kann sogar férdernd sein (S. 22).

Stark wirksame Adsorptionsmittel nennt man ,aktive’. Es
kann eine planmifBige ,,Aktivierung®, mitunter auch eine ,,Des-
aktivierung’‘ vorgenommen werden (8. 48).

Fiir die besonderen Zwecke der Chromatographie ist die Ver-
wendung einer hochstaktiven Rohrfiillung nicht immer giinstig,
im Gegensatz zu gewissen &lteren Adsorptionsverfahren und zu
mancher modernen Reinigungsoperation des GroB3betriebes.
Wirkt ndmlich die feste Phase allzu energisch, so nimmt sie zwar
die in der Losung vorliegenden Inhaltsstoffe zuverlassig auf und
fixiert sie stark, aber gerade durch diese energische Bindungsart
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werden die feinen Unterschiede der einzelnen Adsorptionsaffini-
titen ausgeglichen und in grober Weise iiberdeckt. Die Kom-
ponenten bleiben zusammengedréingt, sie vermogen keine klar ab-
gegrenzten Bezirke zu bilden, auch nicht, wenn entwickelt wird.
Die auf S. 18 erwihnten Verdriangungsvorginge kommen ungenii-
gend zur Geltung, weil den zahllosen, gleichzeitig verlaufenden
Einzel-elutionen ein Widerstand gesetzt ist. Auch die am Schlusse
des Versuches vorzunehmende Elution der Siulenteile kann er-
schwert sein oder versagen.

Was also bei der TsweTTschen Arbeitstechnik von dem Adsor-
bens meist, verlangt wird, liegt auf einer mittleren Linie: gute
Festhaltung der Komponenten, welche jedoch imstande sein sollen,
beim Waschen mit méBiger Geschwindigkeit abwirts zu wandern
und sich dabei zu scheiden. Dann verlduft auch die Elution der
einzelnen Verbindungen zufriedenstellend.

Natiirlich 148t sich der Versuch auch so leiten, daB man ver-
schiedene Adsorptionsmittel in getrennten Ansétzen, nacheinander
verwendet. Man kann z. B. den Gesamtfarbstoff, zur Abtrennung
von weiBlen Begleitern, im Rohre festhalten, zundchst unter Ver-
zicht auf eine feinere Aufteilung, was in einem zweiten Ansatz,
mit Hilfe einer schwicher adsorbierenden Kolonne erreicht wird.

Dispersitit. Es seien zunichst einige Korngréfien verzeichnet,
die sich teils auf die im Laboratorium der Verfasser gebréuchlichen
Materialien beziehen (Tabelle 8). Die Zahlen besitzen daher nur
einen orientierenden Wert. Sie bedeuten den mittleren Durch-
messer der Hauptmenge, wobei auch Kérnchen mit recht stark
abweichenden MaBlen zugegen sein kénnen.

Die Dispersitdt der Saulenfiillung soll gewohnlich nicht all-
zu ungleichmaBig sein, da sonst die feinsten Teilchen sich fast
wie ein anderes Adsorptionsmittel verhalten und zu stark wirk-
sam sein kéhnen. In einem Ausnahmefall fand allerdings Ko-
SCHARA (4), daB ein Farbstoff gerade von den groberen Al,O,-
Kornern besonders stark (irreversibel) festgehalten wird. Hier ist
eine chemische Verschiedenheit der groften und kleineren Teil-
chen naheliegend.

Der Anwendungsbereich mancher Adsorptionsmittel 148t sich
unter Umstdnden recht fein abstufen, wenn man eine grébere
und eine feinere Sorte in verschiedenen Gewichtsverhiltnissen
mengt. So erwies sich das Gemisch 20:1 von Calcium carboni-
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cum praecipitatum Merck und von Calcium carbonicum laevis-
simum der pharmazeutischen Praxis fiir die Verarbeitung von ge-
wissen Polyenalkoholen als sehr giinstig, wahrend es fiir die Fest-
haltung von Farbwachsen (veresterten Polyenalkoholen) unge-
niigend wirksam ist. Fiir den letzteren Zweck wihle man das
Mischungsverhéltnis zu 5: 1 bis 4: 1. Im Falle eines Quotienten
1:1 wird aus Benzin sogar der Kohlenwasserstoff Lycopin fixiert,
welcher sonst durch die CaCO,-Séule lauft. Zur Festhaltung der
Carotine ist selbst das letztere Gemisch zu wenig aktiv und un-
brauchbar (ZECEMEISTER und CHOLNOKY 2).

Tabelle 8. Durchschnittliche TeilchengroBe einiger Ad-

sorptionsmittel.
Adsorptionsmittel TeilchengréBe (i)
|

Aluminiumoxyd Merck, standardisiert nach

BROCKMANN . . . . . . . . . . .« . ... 7
Aluminiumoxyd kéuflich, selbst gepulvert . . . 2
Adsorptionston aus Java (acid clay)! . . . . . 10
Calcium carbonicum praecipitat. Merck . . . . | 1,5
Calcium carbonicum laeviss. des Handels. . . . ° 1,2
Calciumhydroxyd, selbst bereitet . . . . . . . i 2,5
Gips (wasserhaltig)? . . . . . e e e e e 10,5
Magnesiumoxyd® . . . . . . . . . .. ... 1,5
Bleicherde. . . . . . . . . . . . . .. e 3
Floridin . . . . . . . . . . . . . . .. .. 1,5—7
Floridin XXF . . . . . . . . . . ... ... 1,5—6

Recht verschiedene Anforderungen werden an ein Adsorbens
gestellt, je nachdem es in wasserfreiem oder in wasserhaltigem Milieu
gebraucht werden soll. In ersterem Falle ist ein Feuchtigkeits-
gehalt der Saulenfiillung meist schidlich und mufl ausgeschal-
tet werden, nédmlich durch FErhitzen und nachheriges Auf-
bewahren bei LuftabschluB. (Durch eine solche Vorbereitung kann
auch die Aktivitit beeinflult werden.) Fiihrt man den Versuch in

1 Angabe von EULER und GARD. Dieser Ton ist ein Ca-Al-Mg-
Silicat. Die Oberfliche von 1 g liegt in der Ndhe von 10 m? und ist
doppelt so groB wie diejenige des von BOWDEN und BASTOW ange-
wandten Silicapulvers.

2 Nach KARRER und WEBER.

3 Enthilt auch ziegelformige Krystalle (etwa 3—14 u).
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wiBriger oder wasserbaltiger Losung aus, so darf das Adsorptions-
mittel kein Wasser binden, nicht quellen usw., da sonst Risse in
der Siule entstehen und auBerdem der Abflull verstopft werden
kann. Auch wird das Herauspressen der Séule erschwert. Aus diesem
Grunde ist der sonst vielfach verwendbare Kalk hier ungeeignet.
Man kann iibrigens den Kunstgriff gebrauchen, da man z. B.
wasserhaltigen Gips in das Rohr fiillt (KARRER und WEBER, S. 178).

Es ist verstdndlich, daBl in die Adsorptionsanalyse wafriger
Loésungen zunéichst diejenigen Handelsprodukte Eingang gefunden
haben, welche vom GroBbetrieb bei Reinigungs- und Entfarbungs-
operationen seit lingerer Zeit verwendet werden, z. B. Bleicherden.

Spezielle Angaben.

Nachfolgend stehen einige Angaben iiber die wichtigsten
Adsorptionsmittel, die derzeit in Gebrauch sind.

Puderzucker, bereits von Tswett (1) angewandt, dient zur
Trennung der Chlorophylle. Es gibt Sorten, die stéarker, und solche,
die schwicher adsorbieren als Milchzucker (WINTERSTEIN und
StEIN 2). Milchzucker: S. 24.

Inulin wird seltener angewandt, (S.91f.). Darstellung im La-
boratorium z. B. nach SPOEHR.

Aluminivmoxyd (auch hydratisiert) ist vielleicht das meist
verwendete Adsorptionsmittel, sowohl in wéBrigem als auch in
wasserfreiem Medium gut brauchbar. Die nach verschiedenen Ver-
fahren hergestellten Préparate bzw. Handelswaren zeigen groBe
Schwankungen in bezug auf ihre Adsorptionskraft, so dafl die
Qualitdt des Materials stets genau definiert werden sollte.

Die Fasertonerde nach WISLICENUS (Merck, aus dem Amalgam
bereitet) ist allein sehr stark, mit anderen Sorten vermengt noch
immer kréiftig wirksam, jedoch fiir gréere Versuche viel zu teuer.

Darstellung der Fasertonerde (,,gewachsene Tonerde*),
nach WISLICENUS.

In emaillierten Tépfen (ca. 15 X 15 cm) wurden je 200 g Alumi-
niumgrieB von 0,6 mm (gleichméBiger) Kérnung mit 200 ecm3 10proz.
Natronlauge unter starkem Schwenken bis zur kriftigen Wasserstoff-
entwicklung angeéitzt. Den entstandenen grauen, schaumigen
Schlamm spiilt man unter einem kréftigen Strahl der Wasserleitung
mehrmals weg, wiederholt das Anétzen rasch mit 100 cro® NaOH bis
zur kréftigen H,-Entwicklung, spiilt rasch 6fters ab, bis das Wasser
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klar wird, gibt danh 50 g (ca. 40 cm?®) kalt geséttigte Sublimatlésung
hinzu (stets unter starkem Schwenken des entstandenen dunklen
Schlammes), spiilt diesen Schlamm mit starkem Wasserstrahl fort
und gieBt das Wasser bis zur Tropfenbildung rasch ab. Nun wird
unter Schwenken ein Gemisch von 2—2,5 g Nitrobenzol, 18—20 g
Ather, 20 g 90proz. Alkohol und 10—12 g Wasser zugefiigt und das
sich stark erhitzende Material einige Stunden stehen gelassen. Man
schwemmt die aufgeblihte, gelbliche Masse von unverbrauchtem
Aluminium mit Spiilalkohol ab, nutscht, 148t etwas trocknen und
glitht das Prdparat (nach dem Sammeln geniigender Portionen) in
flachen Schamotteschalen bei méBiger Rotglut im Muffelofen aus.
Die weile Masse wird schlieBlich zur Entfernung des feinsten Staubes
und der grobsten Kriimel sowie von Al-Kérnchen entweder mit
Alkohol oder Ather abgeschlimmt oder in einem weiten, langen Rohr
mit zwei nachgeschalteten grofen Fangflaschen, mit getrockneter
Luft abgeblasen. 1 g des im Exsiccator oder gutschlieBender Flasche
aufzubewahrenden Materials muf3, nach dem allméhlichen Eintragen
in 200 cm® einer 0,3—O0,4proz., reinen Tanninlésung und gutem
Durchschiitteln, 0,33—0,4 g Tannin- aufnehmen.

RENz gibt die folgende Vorschrift fiir die Darstellung der ,,ge-
wachsenen Tonerde‘‘: Aluminiumgrie wird in einer Porzellanschale
mit wenig Wasser und einigen Kubikzentimetern frisch bereiteter
Quecksilberacetatlésung versetzt., Die Reaktion setzt alsbald, unter
starker Erwdrmung ein. Man spritzt ganz allméhlich wenig Wasser
nach, bis die Umsetzung zu Ende ist und erhélt das Aluminium-
hydroxyd in Form eines sehr lockeren, hellgrauen Pulvers.

Das Alumintumoxyd der Firma Merck, ,standardisiert nach
BrocrMANN, zeichnet sich durch eine sehr willkommene Konstanz
seiner Eigenschaften aus, da es durch FErhitzen (angeblich im
CO,-Strom) auf einen bestimmten Wassergehalt gebracht und
mit Hilfe geeigneter Farbstoffe auf den gewiinschten Aktivitats-
grad eingestellt wird. Dieses kornige Produkt ist ebenfalls nicht
billig und wird oft im Gemisch mit gewohnlichen Handels-
préiparaten angewandt, um so mehr, als es fiir bestimmte Zwecke
zu stark wirkt. Es sei noch bemerkt, daB das standardisierte
ALO; nach CanN und PrIPERs stirker alkalisch reagiert als
die gewohnlichen Sorten, was bei einem lauge-empfindlichen Stoff
zu beachten wire.

Fiir viele Zwecke geniigt das preiswerte Aluminiumoxydhydrat
oder Aluminium oxydatum anhydricum aus guter Bezugsquelle.
Man kann auch Al(OH), im Laboratorum entwissern und kommt
so zu stark aktiven Priaparaten. Hrsse (Privatmitt.) erhitzt tech-
nisches Aluminiumhydroxyd (Merck oder Kahlbaum) in Por-
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tionen von 200—300 g in einem emaillierten Topf, iiber einem
kriftigen Brenner, bis keine Blasfontinen mehr entstehen. Che-.
misch reines Al,O; bietet keinen Vorteil.

",,Hydralo”, ein amerikanisches Trocknungsmittel, wird von
STrRAIN (2) empfohlen und soll stirker wirken als Fasertonerde.

HoLMES, Lava, DELFS und CAsSIDY haben ausfiihrliche Angaben
tiber die Wirksamkeit verschiedenartig hergestellter Préparate ge-
macht, von welchen einige Handelssorten sind. Die Adsorptionsmittel
wurden meist durch das 200er Sieb geschickt und 2 Stunden bei
200° im Kohlendioxydstrom aktiviert; Luft- und Wassergehalt lassen
sich so verdréngen..

Beispiele. a) Ein Handelsprodukt wurde alkalifrei gewaschen

und aktiviert. — b) Krystallwasserhaltiges Aluminiumnitrat wird
so lange (einige Stunden) zwischen 200—300° gehalten, bis kein NO,
mehr entweicht. — c¢) Man versetzt AlCl; mit einem kleinen Uber-

schuB von Ammoniak, trocknet die Losung im Verlaufe von 2—3
Monaten ein, wischt den Rest chlorfrei und siebt. — d) Auf Glas
ausgebreitetes Aluminiuméthylat wird unter gelegentlichem Um-
kneten in einem warmen, feuchten Raum 5 Wochen aufbewahrt,
3 Stunden in trockenem CO,-Strom auf 210° erhitzt, bis kein Dampf
mehr entweicht, gepulvert und nochmals aktiviert. — e) Es wurden
auch Préparate auf Bimsstein bereitet, nédmlich durch langsame
Hydrolyse von Aluminium-alkoholaten.

Fir die praktischen Zwecke der Chromatographie sind derartige
Arbeitsweisen zu langwierig.

Einen wesentlichen Fortschritt bedeutet der einfache, von
RvuaoLr und JENSEN (1, 2) erfundene Kunstgriff zur Aktivierung,
die darin besteht, daB man das Oxyd mit Leitungswasser bespiilt
und eventuell noch stark erhitzt. Fiir die meisten Zwecke reicht
1 Behandlung aus, welche aber, falls sie fiir die betreffende Aufgabe
noch nicht geniigt, nach Belieben wiederholt werden kann. Zwecks
Ausschaltung der Hirtedifferenzen verschiedener Wasserproben
nimmt FrANOK diese Aktivierung mit 5proz. Calciumhydr-
oxyd vor. Da eine Bespiilung mit destilliertem Wasser unwirksam
ist, handelt es sich hier offenbar um die Beladung des Adsorbens
mit einer Spur Kalk. Das Verfahren hat den Vorteil, dafl man
die Wirksamkeit der Saulenfiillung abstufen kann; so haben Kar-
RER und StrONG fiir die Chromatographie von Anthocyanen ein
nur schwach aktiviertes Aluminiumoxyd als giinstig befunden.

Es kommt, wenn auch seltener, vor, dafl die Oberfliche eines
Aluminiumoxyds allzu stark wirkt und desaktiviert werden muf.
Dies erreicht man nach HemBroN und PriPERS dadurch, daB
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z. B. die nach BrROCKMANN standardisierte Handelsware mit
Methanol gewaschen und an der Luft getrocknet wird.

Die Herstellungsmethoden fiir zuverléssig wirkende Oxyd- und
Hydroxydpriaparate sind, auch industriell, noch entwicklungs-
bediirftig. BroorMANN (3) kiindigt die Einfithrung eines hoch-
aktiven Aluminiumhydroxyds ,,ITI* an.

SchlieBlich sei bemerkt, dall Aluminiumoxyd-Sdulen recht
feucht ausgepret werden miissen, da sie sonst leicht zerbrdckeln.
Namentlich gilt dies fiir das standardisierte Praparat.

Magnesiumoxyd wurde u. a. von EULER und GARD und nament-
lich von StrRAIN (1—5) empfohlen. Es wirkt ganz verschieden
energisch, je nach der Bereitungsart. Verbrennt man einfach das
Metall, so besitzt das Oxyd eine nur geringe Sorptionskraft. Auch
das Erhitzungsprodukt des Carbonats, bei héherer Temperatur ge-
wonnen, wirkt nur mittelmaBig. Zu einem weit besseren Ergebnis
fithrt die Wasserabspaltung aus Magnesiumhydroxyd, bei nicht zu
hoher Temperatur. Ein amerikanisches Handelsprodukt (,,Micron
Brand Magnesium oxyde Nr. 2641°, California Chemical Corpora-
tion, Newark) wird empfohlen. Nach unserer Erfahrung geniigt
die allgemein kéufliche Ware fiir die meisten Zwecke.

Weitere Magnesiumverbindungen als Adsorptionsmittel: EULER
und GARD.

Calciumhydroxyd. Nach KArRrer und WALKER (1) ist kéauf-
licher, gel6schter Kalk eine ausgezeichnete Fillmasse und besitzt,
ebenso wie das gelegentlich angewandte Oxyd, den Vorzug der
groBen Billigkeit. Fiir die Aufteilung wasserhaltiger Fliissigkeiten
ist er natiirlich unbrauchbar (Verstopfung; wenn das Loschen
nicht vollstindig war: Aufblihen der Masse). In unserem Institut
wird kduflicher Kalk durch Besprengen mit Wasser nur soweit ge-
loscht, bis er gerade zerfillt. Man schickt das Material durch ein
120maschiges Sieb oder, falls hohere Dispersitit erwiinscht ist,
durch ein 180maschiges. Aufbewahrung des hygroskopischen Pro-
duktes bei LuftabschluB. Vor der Entnahme wird die Stopsel-
flasche gut durchschiittelt, um den erhéhten Carbonat- und
Feuchtigkeitsgehalt der oben liegenden Schicht gleichméfig zu ver-
teilen.

Caleiumsulfat (wasserhaltig) wird von KARrRER und WEBER
in wiBrigem Medium benutzt (S. 178).

Caleiumearbonat, von TswETT oft gebraucht, ist ein milde

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 4
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wirkendes, in vielen Fillen angewandtes Adsorptionsmittel. Uber
den EinfluB der Dispersitit auf sein Aufnahmevermégen wurden
schon S. 45 Angaben gemacht. Durch ein entsprechendes Mischen
von groberem und feinerem Pulver hat man es in der Hand,
die Adsorptionskraft jeweils dem Bedarf anzupassen (S. 44).
Feuchte Priparate wirken schlecht und werden nétigenfalls einige
Stunden auf 150° erhitzt.

Bleicherden sind technisch angewandte Aluminjum-hydro-
silicate mit tondhnlichem Charakter, deren Ca-, Mg- und Fe-Gehalt
weitgehend variieren kann. Man unterscheidet ,,Naturerden, die
nur mechanisch verarbeitet wurden, und ,,aktivierte Erden‘‘. Die
Aktivierung besteht meist in einer fabrikatorischen Behandlung
mit Salzsidure, welche gewisse Bestandteile herauslost. Die Ober-
flichenbeschaffenheit (Porositdt) gestaltet sich dadurch giinstiger,
ferner besitzen solche Préiparate saure Gruppen und sind bei
der Adsorption zur Salzbildung beféahigt.

Nach den Untersuchungen von CARLSOHN und MULLER (1, 2)
handelt es sich dabei keineswegs um Spuren von Mineralsidure, denn
Sudanrot (Kupplungsprodukt von diazotiertem o-Amino-azotoluol
mit §-Naphtol) liefert in Benzin auf Al,O, ein blaues, auf Kaolin, das
mit Sdure vorbehandelt wurde, ebenfalls ein blaues, aber auf akti-
vierten Bleicherden ein violettblau bis griinblaues Adsorbat (hier
Salzbildung). Nach vollsténdiger Ausschaltung des locker gebundenen
Wassers aus der Erde, durch mé&Biges Erhitzen, nihert sich die Nu-
ance des Sudanrot-adsorbats demjenigen Griin, welches in Schwefel-
sdure auftritt.

Bei der Aufteilung wéBriger Fliissigkeiten hat KoscmarA (4)
namentlich mit den folgenden Adsorbenzien gute Erfahrungen ge-
macht:

Frankonit KL: mit HCl aktiviert, ist kongo-sauer (Pfirschinger

Mineralwerke, Kitzingen).

Floridin XXF: fein gemahlen, stark wirksam, obzwar unvorbe-
handelt; hellgrau (H. Bensmann, Bremen).
Floridin X8: dasselbe, aber gréber-dispers, sandartig.

Das vorletzte Floridin-Préparat erwies sich bei den Pterin-Unter-
suchungen von ScHOPF und BECKER als zu stark und adsorbierte
z. B. das Erythropterin irreversibel. Hierbei spielt wahrscheinlich
der Eisengehalt mit, indem das Adsorbat dieselben Farben aufweist,
wie die aus sauren Erythropterinlésungen mit Ferrichlorid erhiltliche

Fallung. Wurde der Eisengehalt des Floridins durch zehnmaliges
Auskochen (wihrend je 3—5 Minuten) mit 10 Teilen 3n-HCI stark
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vermindert, so zeigte das Material die fiir den erwéhnten Versuch
gerade giinstige Adsorptionskraft. Kocht man jedoch das so vorbe-
handelte Floridin mit der Séure weiter, so verschwindet gleichzeitig
mit dem Eisengehalt auch die Aufnahmefihigkeit fiir den Farbstoff.

Oft wird die Beurteilung des Chromatogramms durch die
dunkle Eigenfarbe von feuchten Bleicherden gestért; in manchen
Fillen erhiilt man nach dem Trocknen des ausgepreBten Adsorbens
oder im Uviollicht ein besseres Bild.

Fullererden verschiedener Herkunft und Qualitit werden
ebenfalls verwendet. Meist reagieren sie deutlich sauer und sehen,
namentlich mit Fliissigkeit befeuchtet, mehr oder weniger dunkel
aus. Eine hiufiger gebrauchte Abart ist ,,Lroyp’s Reagens®.

Kiinstlich bereitete Zeolithe werden noch wenig verwendet;
CerecEDO und HENNESSY benutzen das Zeolith ,,Decalso‘ (The
Permutit Cie., New York).

Seltener angewandte anorganische Adsorptionsmittel. Es wird
hier nicht beabsichtigt, eine vollsténdige Liste derselben zu geben.
In manchen Fillen wurden auch schwerer zugéingliche Adsor-
benzien verwendet, die ohne Schwierigkeit durch allgemeiner ge-
briuchliche ersetzt werden kénnten.

Wiederholt haben sich bewidhrt: Natriumsulfat (wasserfrei),
Bleisulfid, Talcum, Kieselgur, Infusorienerde, Kaolin, Silicagel
(unelastisch, z. B. ,,Intermediate Activated“ der Silica Gel Corpo-
ration, Baltimore), ebenso auch Tonsil sowie Clarit (Moosburger
Tonerden). Gewisse Kohlenprdiparate (Vereinigte Farbwerke, Werk
Diisseldorf; Anticarbone, Paris) wirken kréftig adsorbierend und
sind leicht zuginglich, allerdings muB man auf ein sichtbares
Chromatogramm verzichten und fraktionierte Elutionen oder ein
empirisches Zerschneiden der Siule ausfiihren. Empfehlenswert
sind auch Carboraffin (durch Verkohlen von Nadelholz mit Chlor-
zink gewonnen) und Norit (eine, mit iiberhitztem Wasserdampf
aktivierte Holzkohlensorte); sie kénnen durch Erhitzen im Stick-
stoffstrom entliiftet werden. Gepulverte Blutkohle ist manchmal
verwendbar.

Gebraucht man ein technisches Material, so ist zu priifen, ob
nicht Substanz an das Lésungsmittel abgegeben wird.

Das Regenerieren einer gebrauchten Fiillmasse ist im Klein-
versuch kaum lohnend. Anorganische Stoffe konnen, eventuell
nach guter Durchspiilung mit einem geeigneten Losungsmittel,

4‘



52 Methodik.

durch Ausglithen zuriickgewonnen werden, namentlich, wenn sie
nicht mit schwer verkohlbaren Kohlenstoffverbindungen beladen
sind. Man iiberzeuge sich, daB die Adsorptionsaktivitit nicht ge-
litten hat.

Gebrauchtes Calciumcarbonat kann in vielen Fillen durch Aus-
ziehen mit kaltem oder warmem Methanol und Trocknen an der
Luft zuriickgewonnen werden; es ist dann aber unbedingt nétig, das
Material lingere Zeit hindurch bei 100—150° zu halten. — Technische
Regenerierung von Bleicherden, namentlich wenn sie fetthaltig sind:
ECKART.

Die mitunter empfehlenswerte gleichzeitige Anwendung von
zwei Adsorptionsmitteln in demselben Rohr kann entweder so er-
folgen, daBl man das gesamte Fiillmaterial homogen durchmischt,
oder wird die Saule teils aus dem einen, teils aus dem anderen Ad-
sorbens aufgebaut, welche man gesondert einstampft.

Durch die Verwendung einer einheitlichen Mischfiillung will
man meist eine mittlere Adsorptionskraft einstellen oder die
DurchfluBgeschwindigkeit dadurch erhShen, daBl ein groberes
Material mitverwendet wird. Es sei bemerkt, daB beim Entwickeln
oder bei (anteilsweiser) Elution eine Fraktionierung vorgetduscht
werden kann, falls die beiden Fiillstoffe allzu abweichend wirken.

Zur Erhéhung der Durchlaufsgeschwindigkeit ist in manchen
Fillen eine Beimischung von Sand oder von Glaspulver zweck-
méiBig.

Gibt man wverschiedene Lagen von Adsorptionsmitteln in das
gleiche Rohr, so geschieht dies fiir Demonstrationszwecke oder
um Arbeit zu sparen. Die obere Kolonnenhilfte wird von einer
schwicher, die untere von einer energischer wirksamen Substanz
gebildet. Der Stoffinhalt des Zwischenfiltrates, welcher in den
unteren Bezirk des Rohres gelangt, wird dort abgefangen, so daf§
man keine zweite Sdule zu bereiten braucht.

Beispiele fir die letztere Arbeitsweise:

a) Calciumcarbonat-Aluminiumoxyd-Séule zur Mikroanalyse von
Polyenausziigen, nach KuHN und BROCKMANN (3; Abb. 14, 8. 61).

b) Eine Calciumecarbonat-Calciumhydroxyd-Kolonne zur Be-
stimmung der Paprika-Farbstoffe, nach CHOLNOKY (3), S. 122.

¢) WINTERSTEIN, SCHON und VETTER versahen bei der Bearbei-
tung von polycyclischen Kohlenwasserstoffen die Al,O;-Séule oben
mit einer diinnen Schicht von Aluminiumoxyd + Carboraffin-
gemisch, das gewisse Verunreinigungen stérker zuriickhalt: S. 203.
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d) Drei Adsorptionslagen (oben Zucker, in der Mitte CaCO,, unten
Al,O;) zur Demonstration der Komponenten des Blattgriins: Abb. 36,
S. 93, nach WINTERSTEIN (1).

Losungsmittel.

Hier sei zunéchst das Arbeiten bei Wasserausschluf3 erértert,
spezielle Angaben iiber wéafrige Losungen folgen auf S.78.

Die Wahl des Solventen hingt natiirlich in erster Linie von den
Loslichkeitsverhiltnissen der Substanz ab. Liegt dieselbe bereits
gelost vor, z. B. in Form eines Extraktes, so wird sie nach dem
Vakuum-abdampfen in das giinstigste Milieu iibergefiihrt. Arbeitet
man mit nichtwéBrigen Fliissigkeiten, so ist es meist vorteilhaft,
die Feuchtigkeit wirklich auszuschlieBen, wenn nétig, durch ent-
sprechende Vorbehandlung des Losungsmittels. Das Heranziehen
von Solventen, die mit Wasser nicht mischbar sind, erscheint von
vornherein als giinstig. Es ist ein Nachteil der TsweTTschen Me-
thodik, aber auch von manchem anderen Adsorptionsverfahren, daf
die Losung im allgemeinen recht verdiinnt sein muB. Das Aus-
krystallisieren in der Séule soll unbedingt vermieden werden, man
geht daher in der Rohldsung selten iiber einige Prozente des zu
adsorbierenden Stoffgehaltes hinaus. Eine Verunreinigung, falls sie
nicht aus anderen Griinden stérend wirkt, darf natiirlich auch in
héherer Konzentration vorliegen.

Theoretisch bildet jedes fliissige Medium sowohl ein Adsorptions-
als auch ein Elutionsmittel; welche Rolle ihm bei der Chromato-
graphie zugedacht wird, hingt im gegebenen Fall von dem Verlauf
der Adsorptionsisotherme ab. KEs gelten hier dhnliche Leitge-
danken, wie bei der Wahl des Adsorptionsmittels: Wird die Sub-
stanz allzu stark fixiert, so bereitet sie bei dem Entwickeln und bei
der schlieBlichen Elution Schwierigkeiten; ist anderseits die im
System herrschende Adsorptionsaffinitét zu schwach, so lauft die
Substanz leicht durch die Kolonne, noch bevor ein zufrieden-
stellendes Schichtenbild sich ausgestaltet hat. (Unter Umsténden
wird dies beabsichtigt: ,,Flissiges Chromatogramm®, S. 77.) Wie
ersichtlich, hat man es durch verschiedenartiges Mischen wvon
zwei  Losungsmitteln in der Hand, den Versuch nach Belieben
zu leiten.

Oft geniigen die nachfolgend erwahnten Losungsmittel. Hoch-
siedende Fliissigkeiten sind, wie bei anderen Reinigungsopera-

48
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tionen, unbrauchbar, wenn im Anschlu8 an den Versuch ein emp-
findlicher Stoff isoliert werden soll. Ein allzu niedriger Koch-
punkt stort wiederum wegen der starken Verfliichtigung. Siede-
punkte zwischen 40° und 800 sind giinstig.

Schwefelkohlenstoff (Siedep. 46°) wirkt in vielen Fillen, z. B.
auf Calciumcarbonat, sehr vorteilhaft. Die technische Ware ist
notigenfalls vorzureinigen. Das andauernde Arbeiten mit diesem
Losungsmittel ist listig und gesundheitsschidlich, besonders wenn
der Experimentator eine grole Anzahl von Séulen zu zerschneiden
hat; man sorge daher fiir Ventilation. Ferner wird der Kunstgriff
gebraucht, daBl man den Schwefelkohlenstoff aus dem fertigen
Chromatogramm mit Hilfe von Benzin verdréngt und die Sdule
erst dann auspreBt.

Benzin  bzw. Petrolither (,,Ligroin‘, ,light petroleum®,
Siedep. nicht iiber 80°) ist gegenwértig wohl das meistge-
brauchte Loésungsmittel, zufolge seiner Reinheit, Billigkeit und
sonstigen guten Higenschaften. Die Kombination Aluminiumoxyd-
Benzin oder Calciumhydroxyd-Benzin hat sich oft ausgezeichnet
bewihrt. Auch Pentan ist verwendbar (Siedep. 36°).

Benzol (Siedep. 80,4°) wird ebenfalls hiufig gebraucht. Es
unterscheidet sich von dem Benzin in vielen Fillen dadurch, da8 es
stirker eluierend wirkt. Die Verwendung von Benzol 4~ Benzin-
Gemischen ergibt sich daher von selbst. Man kann z. B. aus Benzin
adsorbieren und mit Benzin -+ Benzol entwickeln, oder man
adsorbiert aus Benzin + Benzol 10:1 und entwickelt mit
einem Gemisch 3:1. Unter Umstdnden dient reines Benzol zur
Elution.

Seltener werden angewandt: Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff,
Dichlormethan, Alkokol, Anisol, Aceton, Ather usw. Der letztere
ist meist als Elutionsmittel in Gebrauch und wirkt teils zufolge
seines Spritgehaltes. Jedenfalls soll der Ather frei von Peroxyden
sein, was bekanntlich durch tagelanges Aufbewahren iiber einer
willrigen Ferrosulfatlosung erreicht wird.

Elutionsmittel.

Vor lingerer Zeit hat Tswerr festgestellt, daB zahlreiche.
Adsorbate von Methyl- oder Athylalkohol (auch von Aceton) sofort
zerlegt werden. Durch diese Beobachtung wurde eines der besten,
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leicht zuginglichen Elutionsmittel ermittelt. Meist ist es gar
nicht erforderlich, reine Alkohole anzuwenden, sondern es geniigt
schon ein Zusatz von 0,529, zum Solvent, mit dem gerade ge-
arbeitet wird. Oder man eluiert mit schwach methanolhaltigem
Ather.

Soll der chromatographische Versuch mit einem Saulenteil
oder mit dem gesamten Stoffinhalt wiederholt werden, so eluiert
man z. B. mit schwach holzgeisthaltigem Benzin, filtriert vom
Adsorptionsmittel, wischt den Alkohol mit Wasser weg, trocknet
und gieBt die Benzinlosung auf eine frische Siule. Eindampfungs-
operationen werden so vermieden.

DafB die Adsorptionskrifte von niedrigen Alkoholen nicht immer
herabgesetzt oder aufgehoben werden, geht aus den S. 169 referierten
Pterin-Untersuchungen von SCHOPF und BECKER hervor; es wurden
von diesen Forschern Adsorptionen auch aus methanolischem Medium
vorgenommen. Adsorptionen aus Athylalkohol: z. B. bei KUHN,
DEsSNUELLE und WEYGAND (S. 199).}

Ist die Elution in besonderen Fillen sehr schwer durchfiihrbar,
so wird man ein Auskochen mit niedrigen Alkoholen versuchen.
Oft hat sich kaltes Pyridin bewahrt (allein oder im Gemisch, z. B.
mit Wasser oder Ather). Es kommt, wenn auch nicht hiufig vor,
daB das Adsorbat durch keines der erwdhnten Hilfsmittel zerlegt
werden kann. Bei sidure-unempfindlichen Inhaltsstoffen greift man
dann zu einem Notbehelf und 16st z. B. das Calciumcarbonat
in verdiinnter Salzsiure, um hieraut die organische Substanz zu
extrahieren; Siulen aus Zucker werden in Wasser gelost.

Gelegentlich der Bearbeitung einer Substanz, welche auf CaCO,
iiberhaupt nicht, auf Ca(OH), uneluierbar fest hingen bleibt, be-
wihrte sich der folgende Kunstgriff: Man chromatographiert auf
Ca(OH),, suspendiert den zerstampften Sdulenteil in Wasser und ver-

wandelt den Kalk durch Einleiten von CO, in das Carbonat. Die
Elution gelang nun ohne Schwierigkeiten (TOTH, unverédffentlicht).

Apparatur.

Es sind mannigfach Apparate zur Ausfithrung der Chromato-
graphie empfohlen worden. Von historischem Interesse ist die in
Abb. 3 (Nr.1) dargestellte Vorrichtung von Tswert (1), die zu
raschen, orientierenden Versuchen mit kleinen Extraktmengen ge-
dient hat. Das Passieren der Sdule wird hier nicht mit Hilfe einer

4a*
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Saugpumpe, sondern durch Anwendung von Uberdruck erreicht
Man lockert den Quetschhahn @, betitigt den Gummiball P, wo-
durch Uberdruck im Leitungsrohr D sowie in der Reserveflasche F
entsteht, was vom Manometer M angezeigt wird. An D werder
die Adsorptionsrohrchen angeschlossen (konstruiert nach Abb. 3
Nr. 2: die Kolonne befindet sich im unteren, zylindrischer
Teil: 30—40 X 2—3 mm). Einzelheiten der Apparatur sind aus

Abb. 3. Originalvorrichtung von TSWETT.

den Zeichnungen Nr. 2, 3 und 5 der Abb. 3 ersichtlich, wihren
das Gefill Nr. 4 die Rolle eines Scheidetrichters spielt und mi
der Bereitung des Chromatogramms nichts zu tun hat.

Zur Verarbeitung etwas gréBerer Mengen benutzte TSwEeT
(1) eine, nach der Abb. 4 gebaute Apparatur, die im Prinzip noc
heute verwendet wird: R nimmt die Losung, 4 (Durchmesser b’
zu 3 cm) die Sdule auf, in ¥V wird Vakuum erzeuygt. Das Aus
driicken der Sdule ist bei diesem Adsorptionsroh1 kaum durct
fithrbar.

Ist man nicht im Besitz einer besonders konstruierten Vor
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richtung und will kleine Proben ausfiihren, so montiere man ein
einseitig ausgezogenes Glasrohr auf eine Safligflasche (Abb. 5).
Freilich wird durch die Form auch dieses Rohres das Ausdriicken
der Sdule unmoglich gemacht, wenn
man nicht das Glas zerschneidet. Bei
orientierenden Versuchen ist dies 6fters
entbehrlich. Ferner kann ein schritt-

R

Abb. 4. Adsorptionsvor- Abb. 5. Einfache Adsorp- Abb. 6. Alfalfaheu-Auszug
richtung von TSWETT fiir tionsvorrichtung. in einem einfachen Rohr,
groBere Versuche. auf CaCOs, soweit gewa-'
schen, daB das Carotin

weises Abwirtswaschen der einzelnen Schei- durchzulaufen beginnt

. (PALMER und ECKLES).
ben vorgenommen und die Saugflasche ent-

sprechend gewechselt werden (Naheres S.77). Ein Beispiel hierzu
haben schon friihzeitig PALMER und EckLEs mitgeteilt (Abb.6).

Von den heute in Gebrauch stehenden Vorrichtungen verlangt
man ein klagloses Auspressen der unversehrien Kolonne. Dies
wurde zuerst, im Laboratorium von DHERE, von RoGowskl
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(Abb. 7), ferner von VEGEzZI erreicht: Auf Abb. 8 sieht man im
Inneren des Glaszylinders m das eigentliche Adsorptionsrohr ¢
(35 x 1,6 cm). Das letztere ist mit Hilfe eines durchlcherten
Korkstopfens befestigt und kann bequem herausgenommen werden.
Vor dem Versuch
wird es mit dem er-
wahnten Stopfen ab-
geschlossen, gefiillt
und auf die Sieb-
platte d gestellt (v =
Glaswolle). Eine Mo-
difikation dieser Ein-
richtung stammt von
WINTERSTEIN  und
STEIN (1) und ist in
Abb. 9 wiedergegeben
(@ = Glasrohr, K =
engmaschiges Kup-
ferdrahtnetz, V=
Vorsto, D = weit-
maschiges Drahtnetz,
§ = Saugflasche; s.
auch Abb. 10).

Ist die Adsorp-
tionsanalyse bei Lufi-
ausschluf3 vorzuneh-
men, z. B. im Stick-
stoffstrom, so emp-

Abb. 7. Apparat von Abb. 8.  Adsorptions- fiehlt sich der APPa‘
DHEREund ROGOWSKI (Zeich-  vorrichtung nach DEERE  rat von HEILBRON,
nung bei ROGOWSKI). Rohr  und VEGEZZI (Zeichnung HEsLop, MoRT ON,

25 x 2 cm, Fiillh6he 6—8 cm. bei VEGEZZI).
Auf dem Korkstopfen Fil- WEBSTER, REA und

gji’ia&“”L?:;SbgoL;iit‘ﬁl‘f DrumMoND (Abb.11, in § leitet man O-

freies Gas ein) oder die Vorrichtung

nach Hormgs, Cassipy, MaNLy und HarTZLER (Abb. 12, S. 60).

Von KoscaHARA (1) wurde ein gerader VorstoB (Durchmesser

etwa 3cm) mit eingeschmolzener Glassiebplatte und Rundfilter
angewandt.

Fir pharmazeutische Untersuchungen empfehlen VALENTIN
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und Franck die in Abb. 13, S. 61 wiedergegebene Vorrichtung, in
der das Filtrat zundchst in einen graduierten Scheidetrichter
flieBt und von dort nach Bedarf abgelassen werden kann. Betr.
Apparatur s. auch EULER und SCHLENK (2), S. 263.

Nach unseren Erfahrungen
sind Adsorptionsrohre mit Qlas-
schliff besonders zweckmdfig.
Ein solches wurde fiir analy-
tische Zwecke von KuaN und
BrockMANN (3) vorgeschla-
gen; die schlanke Kolonne
steht auf einem Wattebausch
(Abb. 14, S. 61, vergl. auch
Abb. 15, S.61). Im Labora-
torium der Verfasser hat sich
die folgende Anordnung be-
wahrt (Abb. 16—17, S. 62 bis
63)1:Manlegtaufeine passende
Porzellansiebplatte eine kreis-
runde, hichstens !/, cm dicke
Wattescheibe (Verbandwatte),
deren Durchmesser um 2 cm
denjenigen des Porzellans
iibertrifft. Der ringsum her-
ausragende Wattering wird
gleichméafig nach unten ab-
gebogen und das Ganze vor-
sichtig in das horizontal ge-
haltene Adsorptionsrohr ge-
schoben, das mittels seines
Schliffes montiert wird. (Die

Abb. 9. Vorrich-
tung nach WIN-
TERSTEIN und

Abb. 10. Vorrichtung
nach HESSE.

STRIN.

Hiille vermeidet ein Ritzen der Glaswand beim spiteren Auspressen
der Fiillmasse.) Nach Beendigung des Adsorptionsversuches wird der
angeschliffene Unterteil entfernt und die Kolonne in waagerechter
Stellung, von dem geschliffenen Ende aus beginnend, mit Hilfe
eines Holzpistills (Abb. 30, S. 69) ausgedriickt. Arbeitet man mit
Materialien, durch welche das Auspressen (namentlich im Falle

1 Lieferant: Paul Haack, Garelligasse 4, Wien IX/2.
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wiBriger Fliissigkeiten) erschwert ist, so kann die Porzellanplatte
wegfallen. Die mit Watte unterschichtete, adsorbierende Siule
wird dann von 1—5 Glasrohrstiickchen getragen, die man in den
unteren, kurzen Ansatzteil nach Abb. 18 lose einsetzt (S. 62).

Ein zweites Modell, das gleichfalls seit langerer Zeit in unserem

Abb. 11. Vorrichtung nach HEILBRON, HESLOP, MORTON, Abb. 12. Vorrichtung
‘WEBSTER, REA und DRUMMOND, zur Adsorptionsanalyse nach HOLMES, CASSIDY,
bei LuftausschluB. MANLY und HARTZLER

zur Adsorptionsanalyse

. . bei LuftausschluB.
Laboratorium gebraucht wird, enthilt

eine durchlocherte Glasplatte, die an den Unterteil des Schliff-
apparates angeschmolzen ist (Abb. 19, 20, S. 62—63).! Diese Vor-
richtung besteht also nur aus zwei Teilen, die mit Hilfe von
Spiralfedern zusammengehalten werden. Da das Einstampfen der
Fiillmasse hier nach Anbringung des Unterteiles erfolgt, darf das

1 Lieferant: S. 59 (Nach einer Mitteilung der Jenaer Glaswerke
Schott u. Gen. kénnen auch Porzellanplatten auf Duranglas ver-
schmolzen werden).
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unterste Ablaufrohr nicht schrig abgeschnitten werden. Die Ko-
lonne wird von einer Wattescheibe gehalten (etwa 5mm dick).
Man schneide eine runde Scheibe von PreBwatte aus, mit einem
Durchmesser, der um 3—5 mm denjenigen des Glasrohres iibertreffe.

Zur schonenden Aufbewahrung
der Adsorptionsrohre empfehlen wir
die in Abb. 21 wiedergegebene Ein-

Einfilfirichter -

richtung (S. 64). ;
IS
— =
2
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~J J E; é Glaswolle
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| t20; Siebplatte
.__.. )
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Abb. 13. Vorrichtung Abb. 14. Adsorptions- Abb. 15. Apparate zur Unter-
nach VALENTIN und rohr nach XUHN und suchung des Weines (MOHLER
FRANCK (4 = Adsor- BROCEMANN (3), fiir ana- und HAMMERLE).
bens, V¥V =Vakuum- lytische Zwecke.
leitung, S = Scheide-
trichter).

Zur raschen, qualitativen Priifung des chromatographischen
Verhaltens haben kirzlich ScuOPF und BECKER Adsorptions-
Probierréhrchen eingefithrt (Abb. 22, S. 65): Ein Glasrohr (Durch-
messer 5 mm) wird nahe dem einen Ende in der Flamme so weit
einfallen gelassen, dafl noch eine 0,5—1 mm breite Capillare offen
bleibt. Man preBt etwas Watte ein, fiillt das Adsorbens in das
Rohr und saugt es schwach an.

Die Mafe des Adsorptionsrohres betragen meist 15—35 X 1 bis
6 cm, seltener werden im Schrifttum gréBere Dimensionen er-
wahnt. So verwenden z. B. HEmBrON, HEsLopr, MorTON, WEB-
STER, REA und DRUMMOND ein 95 cm, GRASSMANN ein 100 cm
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langes Rohr (10 cm breit), WiELAND und PrOBST eine ebenso
lange, nur 1 cm breite Kolonne. In den Versuchen von KARRER
und StroNG war die Fiillmasse 80 cm hoch. Es ist klar, daB
der Steigerung des MaBstabes hier eine Grenze gesetzt ist, be-
sonders im Hinblick auf die Widerstdnde beim Durchtreiben der
Losung sowie beim Auspressen des Adsorptionsmittels.
In unseren eingeschliffenen Modellen besitzt der zylindrische Teil
meist die folgenden MafBe: 35 X 8, 30 X 6, 25 X 4,5,
Sowme 23 X 3,5 und 20 X 2 cm.

Ny <
=) t
\ Il
\ |
1\
L-._'.--)I' ~ 1!
(
'i
Abb.16. Adsorp- Abb. 18. Adsorptionsrohre mit Abb. 19.  Adsorptions-
tionsrohr mit Schliffansatz, ohne Siebplatte. rohr mit Schliffansatz
Schliffansatz (Das linksstehende Modell ist und angeschmolzener
und eingelegter stirker verkleinert gezeichnet.) Siebplatte.

Siebplatte.

Die Wahl der Rohrgrife soll nie schematisch getroffen werden.
Ofters waren im Interesse eines ungestorten Versuchsablaufes
breite Kolonnen erwiinscht, welche moglichst viel Fiillmaterial
und eine bedeutende Menge der adsorbierten Substanz fassen,
ohne daBl die Schichtenhéhe und damit der Widerstand allzu
stark anwéchst. Bis zu einem gewissen Grad 1aB8t sich dies auch
erreichen. Besonders dann, wenn ein einfacher zusammenge-
setztes Stoffgemisch vorliegt, oder wenn man fiir Nebenzonen
kein Interesse hat, wird sich die Verwendung eines kurzen,
breiteren Glasrohres empfehlen. Die letztere Form versagt jedoch,
wenn das bearbeitete Ausgangsmaterial viele Komponenten ent-
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hélt, von denen einige nur in belanglosen Mengen zugegen sind. Dann
ist man auf ein schlankes Rohr angewiesen, da sonst die einzelnen
Farbringe viel zu diinn und voneinander kaum trennbar werden.

Abb. 17. Adsorptionsrohr mit Schliff- Abb. 20. Adsorptionsrohr mit Schliff-
ansatz und eingelegter Siebplatte (mon- ansatz und angeschmolzener Siebplatte
tiert). (montiert).

Notigenfalls nehme man eine gréfere Anzahl von Kolonnen
und vereinige die Eluate der jeweils entsprechenden, heraus-
geschnittenen Ringe. In einem Ausnahmefall haben wir den Stoff-
inhalt von 380 Chromatogrammen verarbeitet (ZECHMEISTER und
CHOLNOKY 3).
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Man kann auch eine erste Scheidung in einer gerdumigen
Apparatur vornehmen, worauf die weiter zu zerlegende Frak-
tion in einem engen Glasrohr zur endgiiltigen Analyse gelangt.

Bei der Anfertigung aller Adsorptionsrohre ist darauf zu
achten, dafl die zum Einfiillen dienende Miindung nicht enger,
sondern eher eine Spur breiter sei als der Durchmesser des Glas-

zylinders, da sonst die
Séule beim Ausdriicken
zerbréckelnkann. Gelegent-
lich wurden auch unten
engere, also schwach ko-
nische Rohre empfohlen.

In besonderen Fillen
148t sich das Adsorptions-
rohr mit einem Wasser-
mantel umgeben, zwecks
Kiihlung oder Erwdrmung
der Saule (s. z. B. die An-
gabe von BOEKENOOGEN 1
iiber die Chromatographie
von unverdiinntem Palm-
fett, ferner von KunN und
STROBELE, S.200). Eine der-
artige Einrichtung ist na-
tiirlich fur an einer diinnen

Abb. 21. Schrank zur Aufbewahrung der Siule wirksam. Ravstox,

" 7 Adsorptionsrohre, Harwoop und PooLr be-

nutzen eine elektrische

Heizvorrichtung und messen die Innentemperatur ihrer Silicagel-

Sdulen mit Hilfe eines Thermoelementes (Abb. 23). CERECEDO und

HexnNESsY haben einen Metallturm (150 X 28 ecm) samt Fiillung
durch Passieren von heilem Wasser auf 75° gebracht (S. 236).

GroBe Apparate. Uber den gangbaren MaBstab der zur
Chromatographie verwendeten Laboratoriumsgerite geht eine
von WINTERSTEIN und ScHON (3) empfohlene Vorrichtung hinaus,
die mehrere Kilogramm Pulver faflt und eine dicke, feinporése
Porolith-Filterplatte (Filterwerk, Meilen) besitzt. Ein Chloro-
phyll-Chromatogramm (Zucker) wird in dieser Apparatur in
1}/, Stunden fertig; noch rascher arbeitet man mit Aluminium-
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oxyd. Ein 50 cm hoher Glaszylinder G (Abb. 24,
S. 66) von 12,5 cm lichter Weite, welcher unten
mit einem geschliffenen Flansch versehen ist,
wird mittels der Schrauben § und des Ringes B
auf die von einem Gummiring umgebene Poro-
lith-Filterplatte P aufgepreB3t, welche ein gleich-
miBiges Saugen gewdhrt (S.66). Die Platte
sitzt in dem Metallgehduse M, das mit einem
Ablaufstutzen 4 versehen ist. Der letztere wird
mittels einer Gummiplatte auf eine Saugflasche
montiert. Der Apparat! (Fassungsraum: rund
6 kg Adsorbens) steht auf einem Dreiful3.

Fiir den Fall kleinerer Substanzmengen ist
der zweite Apparat von WINTER-
sTEIN und ScHON (3) geeignet
(Abb. 25). Das Rohr (25 X 7,5cm) |
besitzt unten einen geschliffenen I
Flansch, mit welchem es auf der |
von einem Gummiring umgebenen
Porolithplatte P  (Durchmesser
9,5 cm) steht. Die letztere ruht auf
einem, mit passendem Schliff ver-
sehenen Glastrichter. Die drei Teile
des Apparates wr»den durch zwei
Metallringe R, mittels der Schrau-
ben S zusammengehalten.! A

Zum Einfiillen wird das Adsor- r
bens z.B. mit Benzin angeriihrt |
und portionenweise festgesaugt; il
die mechanische Trennung der ,;; o0 4.

Abb. 23.

65

Adsorptions-

Chromatogramm-schichten ge-  sorptions- siule, elektrisch geheizt.
probe- A = Zufuhr der Losung,

schieht durch Abriumen mit einer shrehen

Die Verarbeitung groBer Stoff-
mengen gelingt ibrigens einfach
in einem schlanken Perkolator

K " B = Stickstoffstrom,
kleinen Schaufel. (ScHOPFuUnd g ey Druck,
BECEER). mantel, D = Thermoele-
ment (RALSTON, HAR-
wooD und PooL).

C = Helz-

(Hohe z. B. 85 cm, Breite oben 12, unten 7 cm), welcher unten
mit Watte, mit einem Drahtnetz und Filtrierpapier abgeschlossen

"1 Lieferfirma: L. Hormuth, Inh. W. Vetter, Heidelberg.

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl.

w
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und durch eine Saugflasche mit 1—2 guten Wasserstrahlpumpen
in Verbindung gesetzt wird. Wir verwenden breitere, etwas konisch
gebaute Perkolatoren, namentlich zur ersten Anreicherung von
Adsorbat aus groBen Fliissigkeitsmengen ; die mit Filtrierpapier be-
deckte Sdule ruht auf einer Porzellanplatte. Das Abrdumen der
(meist schén horizontal liegenden) Schichten geschieht ‘mit dem
Spatel. Ist der Perkolator oben nicht verengt, so kann man ihn

Abb. 24. Apparat nach WIN- Abb. 25. Apparat nach
TERSTEIN und SCHON (groBeres WINTERSTEIN und SCHON
Modell). (kleineres Modell).

umdrehen und die kuchenformige Masse durch Schlagen der Off-
nung mit dem Handteller zum Fall bringen.

Uber Einrichtungen fiir den Fabriksbetrieb ist unseres Wissens
bisher nichts bekannt geworden.

Apparate zur Mikro-chromatographie.

Um die zu verarbeitenden Substanzmengen stirker vermindern
zu kénnen (bis auf 1/,—1 y), muBl vor allem der Durchmesser des
Rohres entsprechend klein gewahlt werden. Bereits TswrrT (1)
ging bis zu 2 mm herab. Hessk (1) gebraucht ein Mikro-rohr
(Abb. 26, S. 67), die MaBe seiner Kolonne betragen 30 X 2 mm.
Scawas .und JOCKERS (2) benutzen éhnliche, oben ausgeweitete
Réhrchen (Innendurchmesser 4—7 mm).

Noch diinner als in der HEssEschen Apparatur ist die Adsorp-
tionssidule von BECKER und ScHOPF (Abb.27,S. 67). An eine dick-
wandige Capillare (innen 1 mm weit), die unten zur Aufnahme eines
Wattepfropfchens etwas erweitert ist, wird zum bequemen Ein-
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filllen der Losung ein Glasrohr angeschmolzen (lichte Weite
4—5 mm). Man stellt das Rohr, welches am unteren Ende eine
geschliffene Fullplatte besitzt, in einem geraden Vorsto auf eine
Siebplatte und befestigt das Ganze an der Saugflasche. Nach dem
Versuch wird eventuell auch das Rohr aufgeteilt.
Jingst haben sich

auch WrLLSTAEDT und '

WrrH (1) mit mikrochro- L
matographischen  Ver-
suchen beschiftigt und die
in der Abb. 28 wiederge-
gebene Einrichtung vor-
geschlagen. Die Siulen-
filllung kommt in ein Rohr
von z. B. 5—10mm
Durchmesser und ruht auf
einem Wattebausch, der
von einem Glasstab ge-
stiitzt wird. Der letztere
steht auf dem Boden der
Saugflasche und kann
nach beendeter Adsorp-
tion zum Auspressen der
Saule dienen. Zwecks Dar-

/|
LJL

stellung der Kolonne gibt  avb. 26. Abb. 27. Abb. 28 Einrichtung
o Y Mikro- Mikro- zur Mikro-chromato-
man zunichst ur_1ter miBi- adsorptions-  adsorptions-  @raphic(WILLSTAEDT
gem Saugen eine 5 mm rohr rohr und WiTH).
- (HESSE). (BECKER
hohe Schicht von trocke- und SOHOPF).

nem Aluminiumoxyd ein,

stellt dann die Pumpe ab und fiillt das Rohr mit Benzin.
Wihrend die Fliissigkeit langsam durchlauft, 148t man durch einen
trockenen Glastrichter Aluminiumoxyd in das Benzin sinken.
Mittels einer Pipette wird Losungsmittel nachgefiillt, so daB die
Sédule stets unter Fliissigkeit stehe. SchlieBlich wird die Fiillmasse,
namentlich im Falle eines groeren Rohres, mit zwei Filterpapier-
scheiben bedeckt. Bei engen Rohren, mit einem zwischen 1 und
5 mm liegenden Durchmesser, verwendet man zur Einfiihrung des
Adsorbens eine grofe Pasteurpipette. Die Anwendung des Glas-
stabes ist hier entbehrlich.

5
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Beispiele fiir die mikro-chromatographische Arbeitsweise findet
man auf S. 159, 171.

Das Hauptproblem der Mikro-chromatographie liegt nicht in der
Zusammenstellung einer Apparatur, sondern in der einwandfreien
Identifizierung der adsorbierten Substanz.

Gang des Versuches.
Einfiillen der Adsorptionsmasse.

Ein wichtiges Erfordernis fiir das Gelingen der Analyse ist
ein fest und homogen gefiilltes Rohr. Wird namlich das Pulver
ungleichméBig verteilt, so entstehen Risse und Rinnen, durch
welche die Losung ihren Weg nehmen kann, ohne die zur rich-
tigen Fraktionierung unerlifBliche hohe Anzahl von
elementaren Adsorptionen und Elutionen durchge-
macht zu haben. Derartig grobe Fehler vermeidet
man leicht. Etwas mehr Ubung erfordert das Er-
reichen einer so weitgehenden Homogenitat, da die
Einzelzonen des Chromatogramms nicht zu stark ver-
bogen oder verzerrt seien. UnregelmiBigkeiten, wie
in den Abb. 55 und 56 (S. 292), sind statthaft,
wahrend Abb. 57 (8. 293) ein schlecht gefiilltes Rohr
wiedergibt.

Namentlich in mittlerem VersuchsmafBstab zeigen
sich ideale Schichtungsverhéltnisse nur selten. Es ist
dies aber auch nicht notwendig, sondern es geniigt,

wenn durch die Lage der einzelnen, klar gezeichneten
s’zﬁ:ﬁﬁ;_ Bezirke das spitere Zerschneiden ermdéglicht wird.
sche Folge  Eine nicht selten beobachtete Erscheinung besteht
v;:mﬁ[;r darin, daB die Fliissigkeit entlang der zylindrischen

Glasfliche allméhlich vorauseilt, verglichen mit der
Stromungsgeschwindigkeit in der Mitte der festen Phase. So er-
gibt sich die in Abb. 29 wiedergegebene Lagerungsart: diinne,
tiefliegende Scheiben kénnen in einem breiten Adsorptionsrohr
kappenformige Gestalt annehmen.

Zur Entfernung groberer Verunreinigungen aus dem Pulver
empfehlen wir, dasselbe durchzusieben, am besten unmittelbar
vor der Beschickung des Rohres. Sodann versieht man den Ap-
parat mit der notigen Stiitze fiir die Kolonne (Wattebausch,
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Glaswolle, Porzellansieb, Glassinterplatte usw., S. 59) und schiittet
das Adsorbens anteilsweise in das vertikal gestellte Rohr.

Das Feststampfen jeder einzelnen Portion (die erste soll gréBer
sein als die iibrigen) geschieht bei Rohrdurchmessern bis zu 1 cm
mit einem abgeplatteten Glasstab. In groferen Apparaten,
welche fiir préparative Zwecke meist verwendet werden, be-
dient man sich eines glattgedrehten, runden Holzpistills, dessen
Endfléache 2/;—3/, des Rohrquerschnittes ausmacht. Es ist prak-
tisch, das Gerit aus NuBholz, fiir zweierlei Rohr-
groBen anfertigen lassen zu (Abb. 30); eventuell
dient das schmilere Ende zum Auspressen des
Fiillmittels nach beendetem Versuch. Wird der
S. 63, Abb. 20 wiedergegebene Apparat benutzt,
so darf das Endstiick des Holzpistills nur ganz
wenig kleiner sein als die Breite des Adsorptions-
rohres.~Die Endstiicke sollen kreisrund, scharf-
kantig und durch einen ganz schwach konvex
gearbeiteten Mittelteil mit dem Stab verbun-
den sein.

Man stampft nicht allzu stark, mit kleinen,
energischen Schligen (Hubh6he 3—6 ¢cm). Beim é é
Hochgehen des Pistills wird Vakuum erzeugt
und bei gewissen Adsorptionsmitteln eine Wolke
von feinem Pulver zuriickgesaugt. Zwecks Verhinderung dieses
Ubelstandes hat vor lingerer Zeit Rocowsk eine Durchlécherung
des Holzes empfohlen, es geniigt jedoch, wenn man beim Heben
des Stampfers eine kleine drehende Bewegung macht. Die Gleich-
méBigkeit der Fiilllung wird auch geférdert, wenn man das waage-
recht stehende Rohr nach jedem Anhieb des Pistills mit der
linken Hand etwas dreht.

Beispiel. Ein Glasrohr (30 X 5,5 cm) nahm bis zu einer Fiill-
héhe von 24 em 550 g Calciumcarbonat auf, das in 21 Portionen
eingestampft wurde: 50 g + 20 X 25 g. Man fithrte bei jedem Anteil
15—20 Schldge aus. Gesamtdauer des Einfiillens 10-—15 Minuten.

Etwa 1/3—/; des Rohrinhaltes bleibt fiir die Losung frei. Die
Menge des Adsorptionsmittels wird, im Verhiltnis zur aufzu-
nehmenden Substanzmenge, im allgemeinen reichlich bemessen.
Man weicht von diesem Grundsatz nur in Spezialfillen ab.

Abb. 30. Holzpistilte.

So hat STRAIN (1) zur partiellen Scheidung von «- und g-Carotin
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nur so viel Magnesiumoxyd angewandt, daB die Menge desselben
etwas geringer war, als zur Bindung des gesamten Farbstoffes er-
forderlich gewesen wire. Das schwécher adsorbierbare «-Isomere
héufte sich im Filtrat an.

Nachdem das Pulver bis zur gewiinschten Hdohe eingefiillt
worden ist, setzt man das Rohr auf eine Saugflasche und 158t die
Pumpe laufen, wihrend man die Séule mit dem Holzpistill
oben nochmals feststampft: die ganze kreisrunde Oberfliche wird,
namentlich entlang der Glaswand, gleichmiBig mit gelinden
StoBen bearbeitet (nicht driicken). Diese letzte Vorbereitung
dauvert 1 Minute und muB so lange (aber nicht linger!) fort-
gesetzt werden, bis beim Zuriickziehen des Pistills keine Staub-
wolke mehr entsteht. So wird das Entstehen von Luftblasen bzw.
Rissen beim nachfolgenden Aufgieflen der Lésung vermieden.
Erzeugt man jedoch eine allzu harte Oberfliche (namentlich auf
CaCO; und @hnlichen Materialien), so kann die Fiillung gleichfalls
bersten; groBere Stiicke des Adsorbens schwimmen dann in der
Fliissigkeit.

Namentlich beim Gebrauch von gerdumigen Vorrichtungen ist
das Einstampfen oft beschwerlich, obzwar wir auch groBe Perko-
latoren nach dieser Methode fiilllen. WINTERSTEIN und StEIN (1)
verfahren so, daB sie die mit der Saugpumpe verbundene, lotrecht
gestellte Apparatur anteilsweise mit einer Benzin-Suspension des
Adsorptionsmittels beschicken. Jedesmal wird schwach und schlieB-
lich-stark gesaugt. Die Oberfliche muBl ohne Unterbrechung mit
Benzin bedeckt sein. Das Fiillen des S. 65 erwihnten Perkola-
tors mit 3 kg Puderzucker war zu langwierig und erforderte 2 bis 3
Stunden. Das Stampf-verfahren arbeitet rascher.

CASTLE, GiLLAM, HEILBRON und THOMPSON geben an, daf die fiir
die Aufteilung .von Vitamin-A-Konzentraten geeignete Calcium-
hydroxyd-Saule folgend vorbereitet werden muf3: Man schiittelt das
Material stark mit einigen Raumteilen Benzin, 148t die Suspension
Y/, Stunde stehen, wobei zur Entfernung von Luftblischen gelegent-
lich mild geschwenkt wird. Man fillt das Glasrohr anteilsweise und
fiihrt die néchste Portion jeweilig erst ein, wenn die vorangehende
sich vollkommen abgesetzt hatte. Die Vorbereitung der Kolonne
erforderte hier einige Stunden! — HorMmEs, Cassipy, MANLY und
HarTzLER entfernen Gasbldschen durch Klopfen, Scawas und
JOCKERS (2) wirmen die wiBrige Al,O,-Suspension auf 70—80° vor.
Siehe auch bei EULER und SCHLENK (2) (S. 263).

Nach unserer Erfahrung erzielt man durch die Einfiillung
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einer Suspension in manchen Fillen, wenn auch nicht immer,
tatséichlich eine gleichmé#Bigere Schichtung von Farbstoffzonen,
man mufB aber, namentlich wenn ein Glasrohr Calciumcarbonat
oder Kalk enthilt, den Nachteil in Kauf nehmen, daB die Siule
beim Auspressen durchlaufende Risse lings der Zylinderachse
erhalten kann.

In geeigneten Fillen haben wir, falls das Einfiillen dringend
war, dasselbe so ausgefiihrt, dal unter stetigem Saugen trockenes
CaCOj oder Ca(OH), portionsweise in das Rohr gebracht und rasch
gestampft wurde. Man erzielt auf diesem Wege eine schén waage-
rechte Lagerung, bei der weiteren Verarbeitung darf jedoch die
Fiillmasse nicht ausgepre8t werden, da sie in mehrere, lange, von
der Rohrmiindung an nach auswirts gebogene Stiicke zu zer-
fallen pflegt. Dem Abrdumen des Rohrinhaltes mit dem Spatel
oder der Bereitung eines ,,fliissigen‘* Chromatogramms (8. 77) steht
natiirlich nichts im Wege.

Fiillt man getrennte Schichten von zwe:i Adsorptionsmitteln in
ein gemeinsames Rohr, so stampfe man die untere Lage, wie ge-
wohnlich, fest, wickle dann das Holzpistill in ein reines Leinwand-
tuch und setze das Schlagen noch einige Zeit fort, wéhrend die
Saugpumpe liuft. Sodann wird die Glaswand sehr sorgfiltig von
kleinen Staubteilen befreit und erst dann mit dem Einstampfen
des zweiten Adsorptionsmittels begonnen. Versiumt man diese
VorsichtsmaBregel, so erleidet das Chromatogramm an der Be-
rithrungsfliche der beiden Saulen unter Umstédnden eine empfind-
liche Stérung.

Einfiihren der Losung.

Wenn das Rohr vorbereitet ist (s. oben), lifit man die Pumpe
weiterlaufen und gieBt den ersten Fliissigkeitsanteil ohne Verzug
so auf, daB die gesamte Oberfliche mdglichst gleichzeitig benetzt
und bedeckt, jedoch nicht aufgewirbelt werde. Dies geschieht ohne
besondere Vorrichtung, man kann aber auch einen Tropftrichter
oder sonstige, selbsttatig wirkende Reguliermittel gebrauchen.
Beispiele hierzu bringt S. 59 bis 61 wie auch fiir das Arbeiten bei
LuftausschluB. Ein langhalsiger, mit dem Losungsmittel gefiillter
Kolben, dessen Hals in die Flissigkeit eintaucht, leistet bei Dauer-
versuchen einen adhnlichen Dienst, noch bequemer ist die Vor-
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richtung von KORNER, die ebenfalls iiber dem Adsorptionsrohr
in einem Metallring hingt (Abb. 31).

Es ist sehr wichtig, daf3 die obere Grenzfliche des Pulverzylinders
stindig mit Fliissigkeit bedeckt bleibe, von der Einfiihrung des ersten
Losungsanteiles bis zum Abschlu des Entwickelns. Achtet man
hierauf nicht, so wird unter Umstéinden die rasch austrocknende
Saule schrumpfen. GieBt man dann wieder Fliissigkeit auf, so
sickert dieselbe nicht mehr gleichméBig durch den gesamten Quer-
schnitt, sondern es eilt ein Teil davon voraus, entlang der Glas-
wand. Deshalb darf die fliissige Phase aus dem ungefiillten

Rohrteil erst verschwinden, wenn bereits das Aus-
pressen vorgenommen werden soll.
Kommt eine soeben eingestampfte, noch trockene
Adsorptionsséule plotzlich mit einer Fliissigkeit in
Beriihrung, so ergeben sich bei manchen Materi-
alien zwei Ubelstinde: 1. werden von der oberen
Grenzfliche feine Teilchen aufgewirbelt und 2.
konnen kleine Risse entstehen, wodurch das feste
Gefiige gestort wird.
&i};ﬁl';&l}ﬁ: Man schiitzt die Sdule durch Auflegen eines
n;’:;ﬂg;t;;gn . runden Filtrierpapierstiickes; eventuell wird dieses
kurz vor dem Versuch mit dem Losungsmittel be-
feuchtet. TswETT legte einen, mit dem reinen Solvent durch-
trinkten Wattebausch auf die Rohrfiillung, welcher einige
Zeit dort belassen und erst unmittelbar vor dem Aufgielen der
Losung entfernt wurde. Man erzielt so ein allméhliches Durch-
dringen der empfindlichen Oberfliche mit den Démpfen eines
organischen Solventen. Manchmal ist es sogar vorteilhaft, zu-
nichst die gesamte Siule mit dem Losungsmittel unter Saugen
anzufeuchten. In zahlreichen anderen Fillen sind alle die er-
wihnten MafBregeln entbehrlich, besonders wenn ein engeres Rohr
in Gebrauch steht.

Bei der Chromatographie von Acetylcellulose erwies sich ein
Anfeuchten der S#ule als ungiinstig: S. 190. '

Schliellich sei vermerkt, daf die von TsweTT urspriinglich an-
gewandte Arbeitsweise, die statt dem Saugen Uberdruck verwen-
det, neuerdings in verbesserter Form von einigen Autoren emp-
fohlen wird. Diesbeziigliche Angaben findet man bei SANNIE
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(Abb. 32) sowie bei Porrs und KocnH. MArRxk und Sarro ar-
beiten mit PreBluft (Niheres S. 190, bei Acetylcellulose, vgl. auch
Abb. 23, S. 65).

Zur Beniitzung des Apparates von SANNIE (Abb. 32) verfahrt man
folgendermafBen: Nach dem Bereiten der Kolonne auf nassem Wege
soll dieselbe mit etwas Losungmittel bedeckt sein. Man schlie3t
R, sowie R,, 6ffnet R, und fiillt die Losung in 4 ein. Jetzt wird R,
abgeschlossen, R, gedffnet und der Eintritt der Fliissigkeit von A
in T derart geregelt, dall ungefahr so viel einflie3e,
als von dem unteren Ende der Kolonne ablauft.

Ebenso 1Bt sich der Entwickler einfithren. Der
Druckanschlufl erfolgt bei M, unter Zwischenschal- y
tung einer Flasche, welche ein 80 cm langes, offenes, 4
mit Quecksilber gefiilltes Rohr tragt.

Entwickeln zum fertigen Chromatogramm.

Das ,,Entwickeln‘ geschieht durch reichliches 4,
Aufgielen eines reinen Losungsmittels, das ent-
weder identisch mit dem angewandten Solvent
oder davon verschieden sein kann. Man wihlt
die letztere Variante, wenn die Elutionskraft ge-
steigert werden soll, d.h. wenn das Losungs-
mittel des eingefiihrten Substanzgemisches nicht Asg}r?;zmgzgrig‘;k'
oder nur mit groBem Zeitverlust imstande ist, die SANNIE-
Zonen auseinanderzuziehen. Man setze das Ent-
wickeln so lange fort, bis ein optimales Saulenbild erreicht ist,
bis also der Eindruck entsteht, daB alle oder diejenigen Schichten,
fiir welche man Interesse hat, sauber herausgeschnitten werden
konnen. Im Verlaufe auch der Entwicklung mufl die obere
Grenzfliche des Adsorptionsmittels stets mit Fliissigkeit bedeckt
sein. Selbst ganz kurze Unterbrechungen sind schédlich.

Uber den Gang des Entwickelns orientieren die Abb. 54—56 auf
S. 292.

KuaN und WEYGAND haben ein rohes, fiir die Reinigung be-
stimmtes Flavin-Priparat in fester Form mit Aluminiumoxyd ver-
rieben und das Gemisch auf gine vorbereitete Al;0;-Séule gestampft.
Losen und Entwickeln verliefen hier wihrend der gleichen Operation,
néamlich beim AufgieBen von Holzgeist + Xylol.

Die Beschreibung eines entwickelten Siulenbildes geschieht
zweckmiBig nach dem im Speziellen Teil gebrauchten Schema,
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wobei von den links stehenden Zahlen die Zonendicke in Milli-
metern angegeben wird (Beispiel: S. 119).

Beurteilung des Chromatogramms. EinfluB von Begleitern.

~ Fiir die Beurteilung des Chromatogramms gelten die folgenden
Gesichtspunkte.

Das Aussehen desselben ist weitgehend unabhingig von
Begleitstoffen, worauf eigentlich die vielseitige Anwendbarkeit der
TswerTschen Methode beruht. Es gibt aber auch zahlreiche Fille,
in denen eine Anderung des normalen Siulenbildes beobachtet wird,
wobei die Zonen sich anormal ausbreiten und verwaschen aus-
sehen, ganz als wenn ein Elutionsmittel zugegen wire. Tatsichlich
setzen hohere Konzentrationen mancher Begleiter die Oberflichen-
aktivitdt der festen Phase gegeniiber der gelosten Substanz stark
herab. Die Adsorptionsisotherme verliuft dann ganz anders als
diejenige der reinen Verbindung, und zwar so, daB3 beim Versuch
Elutionsvorginge zur Geltung kommen. Man beobachtet dies
z. B. bei der Aufteilung von tierischem Lipochrom, wenn es in
sehr viel Fett, Cholesterin usw. eingelagert ist. Seltener wird das
Festhalten durch die Verunreinigung vollig verhindert, so daB
Stoffe durch die Kolonne gehen, die eigentlich fixiert werden
miiBten (vgl. hierzu Abb. 63—64, S. 295.)

'Das ein- bis viermalige Wiederholen des Adsorptionsversuches
fiihrt meist zum Ziel, da die absolute Menge des Begleitstoffes
von Séule zu Séule rasch sinkt. Wenn unbedingt nétig, so fithre man
eine Vorreinigung des Robhauszuges nach irgendeinem anderen Ver-
fahren aus, wasnamentlich dann erforderlich sein wird, wenn der Quo-
tient gesuchte Substanz/gesamter Stoffinhalt sehr ungiinstig liegt.

In manchen Fiéllen wird ein stark verunreinigtes Stoffgemisch
erst nach gewissen Vorbereitungen fiir die Chromatographie reif.

Besonders reine Priparate zeigen meist groBlere Adsorptions-
kraft, ja es kam vor, daB die Elution gerade durch den hohen
Reinheitsgrad erschwert oder vereitelt wurde.

Die Vielfiltigkeit der moglichen Kombinationen bringt es
jedoch mit sich, daB die soeben beschriebenen Verhiltnisse auch
umgekehrt werden konnen, so daBl das Festhalten einer Substanz
durch die Anwesenheit eines Begleitstoffes in der Siule begiinstigt
wird. Von dem Begleiter wird die Kolonne sozusagen gebeizt
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und das ,,Aufziehen* geférdert. Als Adsorbens ist dann nicht
die in das Rohr eingefiillte Masse zu betrachten, sondern das
System Fiillmasse 4 Begleiter. Das Fixieren einer dritten Sub-
stanz wurde von SCHOPF und BECKER als ,,Sekunddr-adsorption
bezeichnet (vgl. auch KoscHARA 4, 5).

SceOPF und BECKER haben gezeigt, daB das Erythropterin
(S.169) aus seiner Rohlosung in wéifrigem Pyridin sehr fest an
Aluminiumoxyd adsorbiert wird, wihrend dies mit dem reinen
Farbstoff miBlingt. Die Menge des wirksamen, kaum gefiarbten
Begleiters kann nur gering sein, denn sie reicht zur Festhaltung des
Gesamtfarbstoffes nicht aus; ein Teil davon liuft durch die Kolonne
und konnte eine gar nicht vorhandene Heterogenitit vortauschen.
Der hingengebliebene Pigmentanteil wird von Pyridinwasser
langsam eluiert und beim nochmaligen Filtrieren durch eine neue
Al,04-Sdule nicht mehr adsorbiert. Der Begleiter verbleibt in
demselben Bezirk der ersten Siule, wo friither das Erythropterin
festgehalten war, und verrit sich durch eine schwach braunliche
Verfirbung oder durch die violettblaue Fluorescenz unter der
Quarzlampe.

Das noch ausstehende Studium von kiinstlich hervorgerufenen
Sekundéir-adsorptionen verspricht interessante Ergebnisse.

SchlieBlich sei vermerkt, dal das Adsorptionsverhalten in wiBriger
Lésung auch von Salzen beeinfluf3t werden kann, so daf3 versqhiedene
Salzkonzentrationen zu abgestuften Moglichkeiten der Fixierung

bzw. der Elution fithren (vgl. z. B. KoscHARA 4, RuUGGLI und
JENSEN 1 sowie S. 188).

Auspressen und Zerschneiden der Sidule. Elution.

Damit das Auspressen des Adsorptionsmittels leicht und ohne
Zerbrockelung gelinge, darf die Sédulenfiillung weder zu feucht
noch zu trocken sein. Nachdem das Entwickeln abgeschlossen
wurde, 148t man die Pumpe zunédchst weiterlaufen, bis die oben
stehende Fliissigkeitsschicht verschwunden ist. Dann wird das
Saugen noch kurz fortgesetzt (bei sehr luftempfindlichen Stoffen
unter Einleiten von Stickstoff). Oft kommt man zum richtigen
Feuchtigkeitsgrad, wenn man, nachdem die letzten Anteile des
Losungsmittels eingesickert sind, die Rohrmiindung mit dem
flachen Handteller 1/,—'/, Minute verschlossen hélt, wiahrend die
Pumpe noch liuft.
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Das Auspressen geschieht am besten mit Hilfe des auf S. 69
abgebildeten Holzpistills, in waagerechter Stellung des Glasrohres,
das unmittelbar iiber Schreib- oder Glanzpapier gehalten wird.
Der sitzende Experimentator stemmt das eine Ende des Pistills
gegen seinen Korper; ein groBeres Rohr wird mit beiden Hénden
festgehalten. Ist das Ausdriicken erschwert oder unausfiihrbar,
8o rdiumt man das Fiillmaterial mit einem Spatel oder Loffel ab,
was im groBen VersuchsmafBstab meist erforderlich ist (S. 64).
Zur Auflockerung kleinerer Rohrfiillungen geniigt es, wenn man
das vom Apparat abgenommene Rohr umdreht und, mit der
Miindung nach unten, mehrere Male sanft aus 1—2 cm Hoéhe
auf die mit einem Tuch bedeckte Tischplatte fallen 1a8t. Die
Siule wandert langsam der Offnung zu und wird nun leicht
ausgepreBt. Man kann iibrigens einzelne Siulenbezirke mit
Hilfe von runden Leinwandstiickchen von vornherein abgren-
zen, worauf nur der gewiinschte Saulenteil ausgedriickt wird.

Zum Zerschneiden dient ein Skalpell. Die Aufteilung wird vor-
sichtig durchgefiihrt, also die Sdule nicht etwa schematisch, recht-
winklig zur Léngsachse zerteilt. Zunéichst entfernt man Stiicke
von unbeladenen Kolonnenteilen, nimmt dann einzelne gréBere
Bezirke in die linke Hand und schabt mit der rechten, in einem
spitzen Winkel zur Achse, die weilen Lagen sowie etwaige
geringfiigige Nebenzonen vorsichtig ab. Dies ist erforderlich,
damit auch verbogene oder verzerrte Schichten sauber herausgeholt
werden konnen. In komplizierten Fillen leistet man eine Art
Bildhauerarbeit.

Die einzelnen, homogenen Séiulenteile werden mit dem Skalpell
grob zerbrickelt, sofort in das bereit stehende Eluens geworfen
und umgeschwenkt. Das Herauslosen erfolgt meist mit groBer
Geschwindigkeit. Es muBl nur ausnahmsweise erwirmt werden.
Die Suspension wird filtriert, vorteilhaft auf Glassinternutschen,
und der Kuchen nachgewaschen.

Die Kontrolle der Homogenitdt erfolgt am besten wieder
chromatographisch.

Fiir die weitere Untersuchung konnen keine allgemein geltenden
Regeln gegeben werden, da ja alle physikalischen, chemischen und
physiologischen Methoden zur Verfiigung stehen, der Eigenart
des betreffenden Koérpers gemaB. Ahnliches gilt fiir die Isolierung.

RuceLi und JENSEN (1) haben bei der Chromatographie von
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gewissen wasserloslichen Teerfarbstoffen ein originelles Verfahren
angewandt. Jedes Teil-eluat wurde unmittelbar auf merzerisierte
Baumwolle aufgefdrbt, von dort mit kochendem Wasser wieder ab-
gezogen und erst dann als Pulver isoliert. Zur Selektivitét der Ad-
sorptionsséiule gesellte sich hier das auswihlende Festhalten von
Pigment durch die Faser (S. 187).

Fliissiges Chromatogramm.

AuBer dem vorangehend beschriebenen Gang des Adsorptions-
versuches wird recht hdufig noch eine andere Arbeitsweise befolgt,
welche bereits S. 53 erwahnt wurde und dadurch gekennzeichnet
ist, daB die S#éule weder aus dem Glasrohr gepreB8t, noch zer-
schnitten wird. Vielmehr trachtet man, den gesamten adsorbierten
Stoffinhalt, oder Teile davon, durch die Kolonne zu treiben und
fingt die einzelnen Filtratfraktionen durch Wechseln der Vorlage
gesondert auf. Die Reile der Filtrate bildet ein ,,fliissiges Chromato-
gramm®. So ergibt sich ein gleichfalls bequemer Arbeitsgang.

Je nach der Adsorptionskraft kommt das obige Prinzip in
verschiedenen Ausfiihrungsformen zur Geltung. Beispielsweise
erzeugt man zunichst ein normales Chromatogramm, welches
dann so energisch entwickelt wird, daB die Komponenten nach-
einander in das Filtrat wandern. Man erzielt dies entweder mit
Hilfe einer einzigen Elutionsfliissigkeit oder werden immer stirker
wirkende Eluenten nacheinander aufgegossen; jedes entfernt
gewisse Stoffarten aus der Siule. Hétte man fiir jede Schicht ein
streng auswihlend wirkendes Elutionsmittel zur Verfiigung, so
wiren ideale Voraussetzungen fiir die beschriebene Art des Ver-
suches gegeben.

Im Falle einer stark verunreinigten Rohlésung mufl man unter
Umstédnden zwangsweise ein ,,fliissiges’* Chromatogramm bereiten,
weil ein stabil verankertes Saulenbild iiberhaupt nicht zustande
kommt. Man beobachtet dann, von dem Zeitpunkte des ersten
Aufgusses bis zur Beendigung der Analyse, ein stetiges Durch-
laufen von gel6ster Substanz. Entwickelt wird iiberhaupt nicht,
sondern man fingt die abwirtswandernden Teil-filtrate einzeln
auf. Ahnliche Verhéltnisse lassen sich planmifBig hervorrufen,
falls ein fiir das Festhalten des Losungsinhaltes zu schwach
wirkendes Adsorptionsmittel gewahlt wurde.

Freilich geniigt die angegebene Ausfiihrungsform zur Trennung
von eng aneinander liegenden, diinnen Scheiben nicht, namentlich
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wenn sie sehr &dhnliche Stoffe enthalten; bereits geschiedene
Komponenten vereinigen sich im Filtrat. Dies kann auch
bei gut ausgebildeten Chromatogrammen geschehen und die
bereits durchgefiihrte Aufteilung verderben, falls der Entwickler
allzu stark eluierend wirkt. Dann werden ndmlich die in den
oberen Bezirken der Siule festgehaltenen Stoffanteile rasch heraus-
gelost, nach unten gespiilt und mit dort befindlichen anderen
Fraktionen wieder vermengt, noch bevor die letzteren die Sgule
verlassen konnten. Geschieht dies im Falle farbloser. Materialien,
in dem man die Vorgénge nicht unmittelbar beobachten kann, so
kann Untrennbarkeit vorgetiuscht werden, besonders wenn
einzelne Schichten des Chromatogramms stark verbogen waren.

Trotz dieser Einschrinkungen bildet das ,,fliissige* Chromato-
gramm ein unentbehrliches Hilfsmittel zur Aufarbeitung vieler
Stoffgemenge. Die gewonnenen Filtratanteile lassen sich mitunter
einer ,,normalen‘ Chromatographie unterziehen.

Adsorption und Elution in wiifriger Losung. Einfluf
der Wasserstoffionenkonzentration.

Es ist namentlich aus den klassischen Enzym-Forschungen von
WiLLSTATTER und seiner Schule bekannt, daBl die Adsorption von
organischem Material an eine anorganisch zusammengesetzte feste
Phase, aus wilriger Losung, von der Wasserstoffionenkonzen-
tration beeinflult und geleitet wird. VerhaltnismiBig kleine Ver-
schiebungen im pg koénnen gewaltige Effekte hervorrufen und
fiihren beispielsweise zur Zerlegung des Adsorbats. Ahnliche
Vorginge kommen an der Oberfliche eines jeden Kérnchens zur
Geltung und sind von der duBeren Form der adsorbierenden
Gesamtmasse weitgehend unabhiingig. Sie spielen demnach auch
in die TswerTsche Versuchstechnik hinein.

Dies bedeutet, dall man in geeigneten Fillen unter Anwen-
dung von Puffer-Gemischen arbeiten wird.

Es ist das Verdienst von KoscHARA (4, 5), die einschligigen
Verhiltnisse fiir bestimmte Féille systematisch untersucht und
dargelegt zu haben. Aus seinen, namentlich an Bleicherden (S. 50)
gesammelten Erfahrungen sei hier folgendes mitgeteilt.

Man kann in wélriger Losung, unter Verwendung von Bleich-
erde in einem breiten Reaktionsbereich arbeiten, nidmlich be-
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ginnend von 5 n-Mineralsdure, bis zu pg = 11. Ein stéirkeres
Alkali fillt Hydroxyde aus, welche dasFilter verstopfen. Die Elution
geschieht meist in der intakten Séule, einfach durch Senken
oder Erhohen der Wasserstoffionenkonzentration. So wurde z. B.
bei pg = 7,6 adsorbiert, bei 8,3 nachgewaschen und bei 9,2 ent-
wickelt. Es kam vor, daB die Reihenfolge zweier Zonen bereits
durch eine Verschiebung des py um 0,3 Einheiten vertauscht
wurde. Oft bieten diese Verhiltnisse gute Vorbedingungen fiir
die Erzeugung eines ,,fliissigen* Chromatogramms (S. 77).

Als Puffer haben sich Phosphat- und Boratlésungen nach
SORENSEN bewihrt; die Verwendung von Ammonchlorid + Am-
moniakpuffer ist ungiinstiger. WaBrige Alkaliacetate sind auf
Bleicherden zu vermeiden. Gebraucht man Aluminiumhydroxyd,
so wird die Pufferlosung zweckmifBig mit Holzgeist verdiinnt.

Falls die Alkalinitit des Puffers zur Elution nicht ausreicht,
verwende man eine 2prozentige oder stérkere wifrige Pyridinlosung,
eventuell eine noch wirkungsvollere Mischung von Pyridin und
Séuren. Die Eluierbarkeit hangt natiirlich nicht nur vom Milieu,
sondern auch von der chemischen Zusammensetzung des Ad-
sorptionsmittels ab, z. B. erforderte ein Farbstoff zur Elution
aus Bleicherde XXF pg = 8,3, wihrend er von einer Frankonit-
KL-Saule erst bei 9,2 abgelost werden konnte.

Man versuche die Anwendung von Bleicherde zuerst in neutraler
oder saurer Losung. Eine ,,neutrale Adsorption‘ 148t sich in-
dessen nur erreichen, wenn auch das Adsorbens wirklich neutral
reagiert, wenn es also fabrikatorisch nicht mit Sdure vorbehandelt
wurde (vgl. S. 50). Die Kombination neutrale Erde -+ saure
Losung ist in der Adsorptionssdule ungiinstig, da durch das Ent-
weichen von Kohlendioxyd Risse entstehen kénnen. Auf Frankonit
sind auch saure Losungen verwendbar, obzwar es meist geniigt,
wenn eine neutrale Flissigkeit zu dieser sauren Erde gelangt.

Die Frankonit-KL-Sdule sowie das Adsorbat miissen aus-
giebig mit dem Aufnahmepuffer gewaschen werden, denn nur dann
ist die Kolonne fiir eine glatt verlaufende Entwicklung richtig
vorbereitet. Durch ein solches Waschen wird allerdings der
Farbstoff meist gar nicht abwirtsgetrieben und nicht eluiert, die
Séule verdndert sich jedoch derart, daB lokale, ,sauer adsor-
bierende‘‘ Stellen verschwinden. Hat man dagegen die Séule un-
geniigend mit dem Aufnahmepuffer durchspiilt, so 16st zwar das
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nachfolgend angewandte Eluens den Farbstoff ab und treibt ihn
in tiefer liegende Bezirke, doch stockt die wandernde Schicht
plétzlich und bezeichnet damit jene Stelle, bis zu welcher das
vorbereitende Waschen wirksam war und unterhalb der noch
,,saure Adsorption besteht.

Als Apparat dienten zylindrische Nutschen, mit der Wasserwaage
ausgerichtet. Man saugt erst ganz schwach (30—50 cin Wasserdruck)
und laf3t die Pumpe erst spater kriftig laufen.

Hinschldgige Arbeitsvorschriften. Isolierung von Lyochromen

(S. 168) sowie von Uropterin (S. 174) aus Harn. — Chromatographie
in waBriger Losung, ohne Anwendung von Puffern : Anthocyane, S. 176.

Besondere Methoden zur Chromatographie farbloser
Substanzen.

Die auf Grund der Verschiedenheit von Adsorptionsaffinitidten
sich abspielende Stoffzerlegung steht mit der Farbe in keinem
zwangsweisen Zusammenhang. Vielmehr ist die fraktionierte Ad-
sorption von Pigmenten der fiir den Experimentator bequemste
Spezialfall einer allgemeineren Erscheinung, in welchem der Ver-
suchsablauf mit dem Auge verfolgt werden kann. In zahllosen
anderen Fillen erfolgt gleichfalls eine Schichtung, ohne daB dies
auffallend zutage treten wiirde. Schon TswgTT (1) spricht treffend
von einem wunsichtbaren Chromatogramm.

Vor kurzem empfahl KoSCHARA (4), die historische Bezeich-
nung ,,Chromatographie‘‘ bei farblosen Materialien fallen zu lassen,
zugunsten von ,,Adsorptionsanalyse‘‘. Wir schlieBen uns diesem
Vorschlag nicht an, da das Wesentlichste der Tswertschen Idee,
némlich das Durchstrémen des Adsorbens in einer Richtung, auch bei
Versuchen mit weien Substanzen in Geltung bleibt.

Derzeit sind die nachfolgend aufgezahlten Methoden zur
Chromatographie von farblosem bzw. schwachgefirbtem Material
in Gebrauch.

1. Das empirische Verfahren.

2. Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator.

3. Chromatographie nach chemischer Umwandlung des farb-
losen Gemisches in gefiarbte Stoffe.

4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in ultraviolettem
Licht.

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farb-
reaktionen.
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Man ist meist bestrebt, ein unmittelbares Beobachten zu er-
moglichen, also irgendwie Farbe oder Leuchterscheinungen her-
vorzurufen. Gelingt dies, so werden jene Aufteilungsverfahren
brauchbar, welche sich auf dem Gebiet der Pigmente be-
wahrt haben.

1. Das empirische Verfahren

besteht einfach darin, daBl man die Saule, obzwar kein sicht-
barer Wegweiser vorhanden ist, in mehrere Bezirke zerschneidet
und die Eluate einzeln untersucht. Nachdem so die Verteilung
geklirt wurde, wird man bei dhnlichen, mit demselben Material
ausgefithrten Versuchen planméifig vorgehen konnen. Dasselbe
gilt natiirlich auch firr Filtrate, die sich anteilsweise auffangen
und priifen lassen. Ein flissiges Chromatogramm wurde in vielen
Fallen in empirischer Weise bereitet.

2. Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator.

Bereits Tswert (1) empfahl, der aufzuteilenden farblosen
Losung ein Pigment beizumischen, dessen Platz in der Siule, relativ
zu einem weillen Inhaltsstoff, genau bekannt ist. Durch den Farb-
stoff wire dann auch die Lage einer unsichtbaren Zone markiert,
ebenso ihr Abwértswandern wéahrend der Entwicklung zum
fertigen Chromatogramm. Das Verfahren ist wirklich ausfithrbar,
eine allgemeine Methode bietet sie aber nicht (vgl. auch WINTER-
STEIN und STEIN 1). Jedenfalls muBl das Adsorptionsverhalten
genau studiert und die Vorschrift sorgfaltig festgelegt werden.

In einer neuen Untersuchung von BROCKMANN (3) bzw. von
BroCKMANN und Bussk findet man schone Beispiele fiir diese
Arbeitstechnik. Zwecks Isolierung des Vitamins D, aus Fisch-
leberslen (Einzelheiten S.244) wurden zahlreiche Farbstoffe auf
ihre Eignung als Séulenindicator gepriift, und zwar durch Ver-
gleich mit Vitamin D, in bezug auf die Adsorptionsisotherme
sowie auf das chromatographische Verhalten. Hierbei fand auch
der Einflu8 von physiologisch unwirksamen Begleitern, welche in
Leberslen vorzukommen pflegen, die gebiihrende Beriicksichtigung.
Am besten hat sich das ,,Indicatorrot 33 bewihrt, die roten
Zonen des Chromatogramms waren namlich die vitaminreichsten.
Erst wenn der Farbstoff in einer schmalen Schicht sich an-

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 6
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gesammelt hatte, schlieBt man das Entwickeln ab und zer-
schneidet die Saule.

In giinstigen Ausnahmeféllen wird der Indicator von der
Natur selbst dargeboten ; so befindet sich im Giftsekret der Kréte
ein Pigment, das genau im selben Sédulenbezirk adsorbiert wird,
wie das farblose Hauptgift Bufotalin (WIELAND, HESSE und
HoTTEL; 8. S. 218, vgl. auch TscHESCHE und OFFE, S. 220, ferner
DuscHINSKY und LEDERER, S. 254).

3. Chromatographie nach chemischer Umwandlung des farblosen
Gemisches in gefirbte Stoffe.

Das Prinzip dieses Kunstgriffes besteht darin, den Substanzen,
vor Ausfithrung der Adsorptionsanalyse, ein spéter leicht ab-
spaltbares Chromophor anzuhédngen, wodurch die gestellte Auf-
gabe auf die Zerlegung von Farbstoffen zuriickgefiihrt wird. Diese
Arbeitsweise stammt von STRAIN (4) und diente zunéchst zur
Trennung von gewissen Carbonylverbindungen. Man kondensiert
dieselben mit 2,4-Dinitro-phenylhydrazin und nimmt die Auf-
teilung des Hydrazongemisches auf Talcum, Fasertonerde, Alu-
miniumoxyd, Aluminiumphosphat, tert. Magnesiumphosphat oder
Fullererde vor. (Magnesiumoxyd oder andere basische Ad-
sorptionsmittel wirken zersetzend.) Das niitzliche Verfahren er-
fordert einen verhédltnismiBig bedeutenden Zeitaufwand.

Beispiele. a) Eine Petroldtherlésung der Dinitro-phenylhydrazone
von fi-Jonon und Campher wird auf Talcum verarbeitet: oben bleibt
das Jonon-, darunter das Campherderivat hingen.

b) Trennung von Geronsdure- und Ldvulinsdure-dinitrophenyl-
hydrazon, in Benzin, auf Talcum. Oben: das Hydrazon der Lé#vulin-
sdure CH;-CO(CH,),COOH, darunter dasjenige der Geronsiure
HOOC-C(CH,;),CH,-CH,-CH,-CO-CH,.

Die mit Sprit eluierten Dinitro-phenylhydrazone lassen sich in
waBriger, wiBrig-saurer oder in Fisessiglosung mittels einer Di-
carbonylverbindung wieder spalten, z. B. mit Glyoxal, Methyl-
glyoxal oder Diacetyl.

¢) Das Verfahren wurde auch auf Pikrate von Tetraalkyl-ammo-
niumhydroxyden ausgedehnt.

Ein prinzipiell éhnlicher Weg wird von LeDERER bei der
Trennung von Phenolen befolgt (Privatmitteilung): Man versetzt
die wéifrige Losung mit Ferrichlorid und chromatographiert die
tiefgefarbte Flissigkeit auf AlO,. Phenol, Resorcin, Brenz-
catechin und Phloroglucin lassen sich gut unterscheiden.
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4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in ultraviolettem Licht.

Dieses besonders fruchtbare und entwicklungsfihige Ver-
fahren griindet sich darauf, daBl zahlreiche farblose Substanzen im
Licht der Quarzlampe lebhaft fluorescieren. Die Erscheinung wurde
gleichzeitig von WINTERSTEIN und ScHON (1) bzw. von KARRER
und ScHOPP (2) auf dem Gebiet der TswETTschen Arbeitstechnik
nutzbar gemacht. Die letztgenannten Forscher fiihrten die Be-
zeichnung ,, Ultra-chromatographie ein,

GrassMANN und LaNc sprechen von
einem ,,Fluorescenz-chromatogramm’‘.

Durch diese Arbeitsweise wird es
nicht nur ermdéglicht, den Platz fluo-
rescierender Substanzen in der Sdule zu
lokalisieren und dieselben von Stoffen
zu trennen, welche mittels einer Ultra-
violettbestrahlung nicht anregbar sind,
sondern man beobachtet im giinstigen
Falle verschiedenfarbiges und ungleich
starkes Leuchten der einzelnen Bezirke
(Blaufluorescenz ist meist untypisch).

Es ist von Vorteil, daB man die
Schichtung auch auf Adsorbentien
wahrnimmt, die dunkel sind oder in
befeuchtetem Zustand als dunkel er-
scheinen. Die richtige Aufteilung der
Séule verlduft auch in derartigen Fallen
klaglos. Eine schone Erscheinung ist Abb. 3%‘1&*:;158;%25331" aus
ferner der Ubergang von leuchtenden '
Stoffen in das Filtrat. Die Voraussetzungen fiir die Erzeugung
eines flissigen Chromatogrammes sind dann erfiillt.

Die theoretisch giinstigsten Versuchsbedingungen sind bei der
Verwendung eines Quarzrohres gegeben, z. B. in der einfachen
Anordnung der Abb.33 (R = Rohr, 16 cm lang; W = Watte;
K = Kork; nach GrassMANN). KARRER und ScHOPP (2) emp-
fehlen fiir den Kleinversuch ein viereckiges Rohr mit planparallelen
Winden. Der Gebrauch des immerhin kostspieligen Quarzes,
aus welchem geschliffene Apparaturen nur umsténdlich herzu-
stellen sind, ist aber nach unseren Erfahrungen gar nicht erforder-
lich, wenn die Fluorescenz einigermaBen stark ist, sondern man

6*
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kommt fast immer mit Glas aus, am besten mit weichem Gerate-
glas (Schott u. Gen., Jena). Ubrigens kann man die Séule erst
nach dem Auspressen in das Uviollicht bringen, wodurch die
apparative Schwierigkeit umgangen wird.

Als Lichtquelle fir die im Dunkelzimmer vorzunehmende Be-
strahlung eignet sich jede gute Lampe (,,Analysen- Quarzlampe*).
In unserem Laboratorium hat sich die neue, tragbare Konstruktion
der Quarzlampen-Ges. m.b. H. (Hanau) sehr gut bewihrt

Abb. 34. Aufteilung des Chromatogrammes unter der tragbaren Quarzlampe (im
Dunkelzimmer auszufiihren).

(Abb. 34). Die GefaBhiille besteht aus Dunkel-uviolglas, von
welchem nur das um 366 uu liegende Spektralgebiet durchgelassen
wird. So entfillt der Gebrauch eines besonderen Lichtfilters.
Der Innenraum der geriumigen Halbkugel (Durchmesser 36 cm)
kann voll ausgenutzt werden. Man driickt die Séule auf schwarzes
Papier aus und zerschneidet sie unter der Glocke, wihrend der Ex-
perimentator durch eines der Gucklécher blickt (Schutzbrille
unnétig).

Sogar verbogene Chromatogramme lassen sich mit Hilfe des
Skalpells gut verarbeiten. Ofters sehen die ,,leeren‘ Siulenteile
dunkelbraun oder schwarz aus, so, daB die festgehaltene Substanz
sich leuchtend abhebt. Allerdings kann auch eine leere Kolonne
fluorescieren, je nach ihrer chemischen Beschaffenheit.
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Es sei betont, daB die Leuchtfarbe nicht fiir die adsorbierte
Substanz an sich, sondern meist nur fir das Adsorbat charak-
teristisch ist. Dieselbe Verbindung kann daher je nach der Art
der Séule verschiedenartig fluoreszieren, besonders wenn die
Mboglichkeiten zur Bildung salzartiger Gebilde stark variiert
werden. Auch die Art des Lisungsmittels kann von Bedeutung
sein.

Ein gutes Beispiel hierzu bildet das von CARLSOEN und MULLER (1)
untersuchte Benzanthron.

Benzanthron 1ost sich in Benzol mit goldgelber Farbe. Das
Fluorescenzlicht des Calciumearbonat-, Aluminiumoxyd- oder Talcum-
adsorbates ist kanariengelb; auf natiirlichen Bleicherden fluoresciert
Benzanthron leuchtend griin bis schwach griin, auf kiinstlichen Bleich-
erden goldgelb bis rotorange. Infolge Salzbildung mit dem Tonsdure-
komplex nshert sich die letztgenannte Fluorescenzfarbe derjenigen,
die in Schwefelsdure beobachtet wird. Kinstlich aktivierte Ton-
substanz fihrt, je nach ihrem Gehalt an locker gebundenem Adsorp-
tionswasser, zu einer rotorangen bis goldgelben Fluorescenz.

Durch stark adsorbierbare Lésungsmittel, z. B. Alkohol, wird
Benzanthron von der Oberfliche des Tones verdringt, was sich durch
Umschlag der gelben, griinen oder orangefarbigen Fluorescenz in
Blau kundgibt.

Manchmal beeinflult die Anwesenheit einer Substanz das
Leuchten einer anderen in iiberraschend hohem Mafle. So wird
die Fluorescenz des Anthracens schon durch einen Zusatz von
Ys0000 Yo Naphtacen vollstéindig, durch einen solchen von /349000 %
fast ganz geloscht (WINTERSTEIN, ScHON und VETITER).

Arbeitet man in wifrigen oder wasserhaltigen Medien, so ist
zu beachten, daB3 Stirke und Farbe der Leuchterscheinung weit-
gehend vom herrschenden pg abhingen konnen. Das Verhalten
des Fluorescenzlichtes bei einer planméfBigen Verschiebung der
Wasserstoffionenkonzentration kann fiir die betreffende Substanz
typisch sein und dieselbe von sonst dhnlichen Begleitern unter-
scheiden. Ein schénes Beispiel bietet hierzu der von Koscrara (5)
studierte Farbstoff Uropterin, dessen Verhalten in Tabelle 9,
S. 174, wiedergegeben wird.

Man sieht, daBl das Gebiet der Fluorescenz-chromatographie
noch sehr ausbaufihig ist. Namentlich wird man viele qualitative
Proben in der Analyse und in der Warenkunde, bei welchen
auch bisher die Uviolbestrahlung zugezogen wurde, mit Vorteil
auf die TswerTsche Sdule umstellen.

6a
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Tabelle 9. Fluorescenz des Uropterins unter der Quarz-
lampe, in Abhéngigkeit von der Wasserstoffionenkonzen-

tration.
| . .
Milien Farbe bei Tageslicht Fluorescenz Il,ﬁ: hl;ltravxolettem

Starke Mineralséure . farblos rot
normal-Mineralséure . farblos geloscht
Essigsdure . . . . . . | gelb geloscht (mattgelb)
pa=4. . . . . . .. grunblau gelbgrin (schwach)
pe=7hbis11 . . . . . griunblau himmelblau
Sodalésung . . . . .| blaugrin grin
Natronlauge . . . . . E gelb geloscht (moosgriin)

Zusammenfassungen iiber die Fluorescenzerscheinung in ver-
schiedenen Korperklassen findet man z. B. bei DHERE sowie bei
Harriveer und bei DANCKWORTT.

Das Fluorescenzlicht kann auch spektroskopisch gekennzeichnet
werden, und zwar, Wie ALMASY in der nachfolgend besprochenen

Arbeit gezeigt hat, selbst

g 6 NIn gleichzeitig  fiir mehrere

¢ L_ leuchtende Zonen (Spektro-

: chromatographie). Das Ver-

fahren wurde an 1, 2-benz-

pyren-haltigen Hochvaku-

Abb.35. Aufnahme eines Spektro-chromato- umfraktionen von Teerdestil-

grammes (in Aufsicht); @ = Adsorptionsrohr, . . =
b— Spalt des  Spoktrographen, ¢~ Quock. lationsriickstdnden erprobt.

silberdampflampe, ¢ = Quarzlinse (ALMASY). Die Hexa,nlﬁsu_ng der benz-

pyrenfithrenden Kondensate
wird auf Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN, 15—20 X 0,8 cm) so
weit mit Hexan entwickelt, da$3 noch keine fluoreszierenden Stoffe in
das Filtrat gelangen. Im Lichte der Quecksilberbogenlampe (Schott-
Filter UG 2) erscheinen dann verschiedene leuchtende Zonen. Das
Rohr, 30 cm lang, aus vollstindig klarem Quarz, wird gemill der
Abb. 35 in etwa 120cm Abstand vom Spalt eines HiLgERschen
Quarzspektrographen (Typ E 2) aufgestellt. Das Licht der dicht ab-
geschlossenen Lampe passiert ein Schwarzglasfilter (Schott UG 2)
sowie eine 8 mm dicke Schicht 0,17proz. Salicylssure. Die fluores-
cierende S#ule wird auf dem Spektrographenspalt abgebildet und
darf nicht gréBer sein als die effektive Spalthshe (2 om). Bei 0,05 mm
Spaltbreite erhilt man in 1/,—*/,stiindiger Exposition eine Anzahl
iibereinander liegender Fluorescenzspektren von wechselnder Héhe,
welche den einzelnen Chromatogrammzonen entsprechen. Zur Fest-
stellung des Benzpyrens wird als Vergleich das Fluorescenzspektrum
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der adsorbierten Verbindung herangezogen. (Trdgt man am Ad-
sorptionsrohr mit schwarzem Lack Ringmarken auf, so erscheinen im
Spektro-chromatogramm schmale, scharfbegrenzte Aussparungen.
Aus den Abstédnden der Marken bzw. der Aussparungen 148t sich der
Verkleinerungsmafstab ermitteln und dieser bei der Zerteilung der
Sdule eventuell verwerten.)

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farbreaktionen.

Es gibt in der Literatur zahlreiche Angaben dafiir, daB die fiir
das Auge unsichtbare Schichtung des Materials mit Hilfe einer
Farbreaktion festgestellt wird. Dies kann entweder nach dem
mehr oder weniger empirisch vorgenommenen Zerschneiden des
Adsorptionsmittels, also in den Teileluaten geschehen und fallt
dann, streng genommen, auBerhalb der chromatographischen
Methodik, oder aber wahrend des eigentlichen Versuches, am
besten in der Séule selbst.

Fir die erstere Arbeitsweise stammt ein frithes Beispiel von
WiINTERSTEIN und STEIN (1) und betrifft die Scheidung von
Cholesterin und Ergosterin bzw. die Anreicherung des letzteren
(S. 244). Das Cholesterin ging grofitenteils in das Filtrat, die
Saule wurde in vier Teile zerschnitten und mit Ather - Methanol
eluiert. Die RosENHEmM-TORTELLI-JAFFEsche Farbreaktion fiel
nur mit dem Stoffinhalt der obersten Schicht stark positiv aus.

Ko6oL, HAAGEN-SMIT und ERXLEBEN haben ihr Hetero-auxin-
Praparat aus Benzol auf Calciumcarbonat chromatographiert und
mit Benzol 4 Alkohol entwickelt (S. 260). Ein Teil der Sub-
stanz passierte das Adsorbens und gab keine Reaktion mit
Eisenchlorid-Salzsiure. Nun wurde die Saule in sechs Teile zer-
schnitten, jeder mit Sprit eluiert und der Trockenriickstand der
Ausziige auf die genannte Farbreaktion untersucht, welche haupt-
sichlich mit dem 3. und 4. Anteil positiv verlief.

Die Anzahl derartiger Vorschriften liefe sich vermehren. Wir
gehen indessen zu weiteren Verfahren iiber, bei welchen das Zer-
schneiden der Kolonne entweder erst nach Vornahme einer Farb-
reaktion ausgefithrt wird oder ganz wegbleibt. Dann werden die
Anteile eines fliissigen Chromatogramms mit Hilfe einer Farb-
reaktion gepriift, deren Ausfall fiir die Abgrenzung der einzelnen
Fraktionen wegleitend sein kann.

Rucerr und JENSEN (2) gelang die Scheidung von Naphtol-
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sulfosiuren wie folgt: Das unsichtbare Chromatogramm (Alu-
miniumoxyd, wafrige Losung) wird mit Wasser entwickelt, bis
die ‘einzelnen Zonen nacheinander in das Filtrat gelangen. Man
fingt sie in besonderen Vorlagen auf, die mit einer Diazolésung
beschickt sind (diazotiertes Echtrot JTR-Base), und erhilt z. B.
mit Natriumsalzen der 1-Naphtol-4-sulfosiure einen roten, mit
der 2-Naphtol-4-sidure einen violetten Farbstoff. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde die herausgepreBte Siule mit der Diazo-
16sung iibergossen, wobei ihre obere Hélfte violett, die untere sich
rot anfirbte.

Die Aufgabe ist in zahlreichen Féllen auch nach der folgenden
Pinselmethode losbar, und zwar fast ohne Verlust an Substanz
(ZeECHMEISTER, CHOLNOKY und UJsHELYI, Abb. 67, S. 297).

Nach Erzeugung des unsichtbaren Chromatogramms pret man
die Sdule aus dem Rohr und zieht mit einem Pinsel, der in ein
passend gewihltes Reagens getaucht worden ist, einen diinnen
Strich auf dem Adsorbens, parallel zur ganzen Lingsachse. Die
Linie wird nur dort scharf hervortreten, wo sie die Schicht einer
Substanz passiert, welche mit ihr zur Pigmentbildung beféhigt ist.
Im Falle farbiger Reagenzien, z. B. Permanganat, beobachtet man
einen Umschlag der Nuance. Nachdem die Lageider betreffenden
Schicht aufgefunden und bezeichnet worden ist, schabt man mit
einem Messer die vom Reagens befeuchtete diinne Lage des
Adsorbens ab und zerschneidet die Siule wie gewohnlich.

Beispiele. a) Trennung von Benzidin und «-Naphtylamin. Je
30 mg Substanz wurden in 20 cm® Benzol + 50 cm? leichtem Benzin
gelost und auf Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN) gegossen. Als
Reagens dient eine wiBrige Losung von Sulfanilsiure 4 Natrium-
nitrit, welche in einem oberen S#ulenteil grine Farbe hervorruft
(Benzidin). Das Naphtylamin befindet sich tiefer und gibt einen roten
Farbstoff. Wird statt dem Diazoreagens eine Lésung von Bleiperoxyd
in 30proz. Essigséure angewandt, so sicht man oben einen blauen,
darunter einen griinen Abschnitt des Striches.

b) Die Trennung von «- und f-Naphtol (in Benzol + Benzin, auf
Al,O;) gelingt leicht mit der Diazolésung. Man erhélt eine leuchtend
orange Féarbung (8) und tieferliegend eine violette («).

c) Auch Permanganat ist oft verwendbar und diente z. B. zur
Lokalisierung von w-Nitrostyrol (Benzin, Ca(OH),), in Gegenwart
gesittigter Substanzen.

d) Die Lage mancher Aldehyde 1iBt sich mit Hilfe von Fuchsin-
schwefligséure ermitteln (Rotfirbung), z. B. diejenige von m-Nitro-
benzaldehyd in Benzol + Benzin, auf Ca(OH),.
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e) Lost man Dimethylglyoxim in viel warmem Benzol, so bleibt
es in der Kalkkolonne oben haften und wird mit Hilfe von Nickel-
sulfat lokalisiert (Rotfarbung).

f) Vitamin-A-Préparate lassen sich in der Ca(OH),-Sdule mittels
der CARR-PricE-Reaktion verarbeiten (Pinseln mit SbCl, in Chloro-
form, Blaufirbung): Abb. 69, S.297.

In besonderen Fiéllen entsteht durch das Bepinseln ein zwar
farbloser, aber im Uviollicht fluoreszierender Streifen, der sich
unter der Quarzlampe verrit. Diese Arbeitsmoglichkeit ist auch
von Porrs und Kocr erkannt worden.

Ports und KocH verwenden keinen Pinsel, sondern sie schneiden
eine Rinne in die Sdule ein und lassen das Reagens aus einer Pipette
in die Einkerbung laufen. Weiche Kolonnen halten diese Behandlung
nicht aus.

Uber die Sichtbarmachung anorganischer Adsorbate in der
Aluminiumoxyd-Séule vgl. S. 280. Bemerkenswert ist dort die Ver-
fairbung der Chlorsilberschicht durch Belichten der Siule, nach
ScawaB und DATTLER. Nach unseren Erfahrungen ist die Pinsel-
methode auch in der anorganischen Chromatographie verwendbar.



Spezieller Teil.

Drittes Kapitel.
Anwendungen auf natiirliche Farbstoffe.

,,i8 ist eine natiirliche Nei-
gung unseres Geistes, allem Ge-
farbten besondere Aufmerksam-
keit zu schenken.‘ ( T'swett)

1. Chlorophyll.

Die Verdienste von TsweTT bei der Anwendung der Adsorp-
tionsanalyse auf das Blattgriin wurden S. 12 gewiirdigt. Bereits
1911 schreibt WILLSTATTER (4) zusammenfassend iiber das Chloro-
phyll: ,, Trennung von « und f fiir die spektroskopische Unter-
suchung am besten nach TsweTT durch chromatographische Ad-
sorptionsanalyse.” WILLSTATTER und ISLER, denen die Isolierung
der Chlorophylle a und b auf anderem Wege gelungen war, nehmen
wie folgt zu den Arbeiten des russischen Forschers Stellung:
s+« ..seine Angaben iiber die Absorptionsspektra sind in allem
Wesentlichen durch unsere Untersuchungen bestédtigt worden.
Die chromatographische Methode ist bisher nur in sehr kleinem
Mafstabe angewandt worden und sie erscheint fiir priparative
Arbeit ungeeignet. Inwieweit es TswETT gelingt, bei der Bil-
dung des Chromatogrammes und der Isolierung der Chloro-
phyllkomponenten aus demselben die Allomerisation des Chloro-
phylls zu verhiiten, ist noch nicht bekannt; nicht die spektro-
skopische Untersuchung, nur die Priifung der Phytochlorine und
Phytorhodine gibt dariiber Aufschluf.

Wie es sich spiter zeigte, waren die Befiirchtungen von WILL-
STATTER und ISLER in bezug auf die Empfindlichkeit des adsor-
bierten Griins gerechtfertigt. Die Chlorophylle erleiden, nach
WiINTERSTEIN und STEIN (2), in der Calciumcarbonat-, Alumini-
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umoxyd-, Fasertonerde-, Natriumsulfat-Saule usw. alsbald eine
Veranderung, welche durch den Verlust der ,,Phasenprobe‘ sich
kundgibt. Wendet man jedoch den bereits von Tswerr ge-
brauchten Puderzucker an, der oben das Chlorophyll b (dunkel-
griin), in einem tieferliegenden Bezirk das Chlorophyll a (blau)
festhilt, so ist die Stabilitdt des Farbstoffes selbst fiir prapara-
tive Bearbeitung hinreichend. Ahnliches gilt nach MACKINNEY (3)
fir Inulin, namentlich bei der Anwendung von Dichlordthan
als Losungsmittel.
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Chlorophyll a (nach H. FISOHER und Mitarb.; s. auch Forschungen von A. STOLL).
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Chlorophyll b (nach H. FISCEER und Mitarb.; s. auch Forschungen von A. STOLL)-
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Nach der Ansicht von WINTERSTEIN und STEIN (2) waren
die Chlorophyll-b-Priparate von WILLSTATTER und STOLL noch
a-haltig (15—209,), was bei chromatographisch bereiteten End-
produkten nicht der Fall ist. Nach Storn und WIEDEMANN
148t sich indessen der hochste Reinheitsgrad auch ohne Chromato-
graphie erreichen. Eine genaue Priifung der alten Priparate
und ihr Vergleich mit chromatographisch hergestellten Substanzen
zeigt, daB die obige Angabe von WINTERSTEIN und STEIN (2) viel
zu hoch liegt und dafB die alten Priparate b von WILLSTATTER
und STOLL nur eine belanglose Spur von a enthalten haben.
(Das betreffende Band ist im Abbildungsmaterial von WiLL-
STATTER und SToLL absichtlich iibertrieben stark dargestellt
worden; vgl. SToLL).

Neuerdings hat sich auch ZSCHEILE mit der Adsorptionsanalyse
des Chlorophylls beschiftigt ; zur Isolierung der Komponenten a und b
wurde nach der \Ausfithrung &lterer Isolierungsmethoden (WILL-
STATTER und STOLL) noch auf Talcum chromatographiert (Losungs-
mittel: Ather + Petroldther; Elution mit Ather). Der Befund von
ZscHEILE, daB auBer den beiden Komponenten des Chlorophylls
noch ein ,,Chlorophyll ¢* existiere, konnte von WINTERSTEIN und
ScuON (1) nicht bestétigt werden. Wendet man néamlich Puderzucker
als S#dulenmaterial an, so erscheint die c-Zone nicht. Die letztere
diirfte durch einen im Talk sich abspielenden Zersetzungsvorgang ge-
bildet worden sein. Auch auf Inulin, das von SPOEEHR dem Zucker
vorgezogen wird, ergab sich in den Versuchen von MACKINNEY (3)
keine Chlorophyll e-Schicht.

Zur Bestimmung des Mengenverhiéiltnisses von Chlorophyll a und b

dient die chromatographische Trennung mit nachfolgender Colori-
metrie. DaB ein einfacher Vergleich der Zonenbreiten unzulissig
ist, wurde schon von Tswgrt (1, dort S. 123—125) betont. Nach
WINTERSTEIN und STEIN (2) geniigen fiir die Ausfithrung der
Analyse 1 bis 2 Blétter:

Die Blitter werden mit einem diinnen Draht umwunden und
(z. B. in flissigem N,) ausgefroren. Man zerreibt moglichst rasch
mit einem grofBen Pistill, riihrt mit 25 cm® Benzin (Siedep. 70°) -+
Benzol (9: 1) unter Zusatz von 8 cm® Methanol an, nutscht und
wischt mit ebensoviel Losungsmittelgemisch (Riickstand weiB3).
Durch vorsichtigen Wasserzusatz (nicht schiitteln!) wird das
Methanol im Scheidetrichter quantitativ weggewaschen und die
Pigmentlésung durch ein trockenes Faltenfilter gegossen.
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Nun folgt die Adsorption auf Puderzucker (RohrmaBe
10 X 1 cm). Ist die Ldsung fast ganz eingesickert, so wird, je
nach der Geschwindigkeit des Abwirtswanderns der Zonen, mit
Benzin 4 Benzol-Gemischen 4:1, 9:1 oder 19:1 nachgespiilt.
Die benzolreicheren Solventen entwickeln stdrker; ein zu rasches
Entwickeln (breite, verwaschene Zonen) wird durch AufgieBen
von Petroldther (Siedep. 30—50°) abgebremst. Das Carotin lauft
bald durch und kann im Filtrat colorimetriert werden. Xantho-
phyll wird stirker fixiert, doch eilt es dem Chloro-
phyll a weit voraus. Um es festhalten zu kénnen,
filllt man eventuell in den unteren Teil des
Rohres scharf getrocknetes CaCOj, ein; das Caro-
tin 148t sich, wenn notig, mit Hilfe von Al,O,
abfangen: Abb. 36.

Benzin und Benzol werden mit Petrolither
aus der Sédule gedringt und das Chromatogramm
im CO,-Strom trocken gesaugt. Auspressen und
Zerschneiden, wie gewsohnlich. Man eluiert mit
methanolhaltigem Ather, wischt den Alkohol  Abb. 36. Chromato-
weg, bringt die Eluate auf je 15 cm® und miBt oo b
im Stufenphotometer (Filter S 43), nach vor- WINTERSTEIN.
beriger Eichung mit reinen Chlorophyll-a- und
-b-Lésungen. Die chlorophyll-b-haltige Losung wird spektro-
skopisch auf etwaige Spuren von a gepriift, welche dann bei der
Berechnung vom b-Gehalt abzuziehen sind. Beispielsweise ge-
funden b:a =1:2,96, in jungem Klee.
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Isolierung von Chlorophyll a und b aus Roh-chlorophyll.
(WINTERSTEIN und STEIN 2.)

Die nachstehende Vorschrift bezieht sich auf die Scheidung
von 3 g Chlorophyllgemisch (609, a +40%, b). Zunichst gewinnt
man im besten Falle 0,7 g reines a und 1,3 g Chlorophyll b, das
etwa 109, a enthilt. Aus dem letztgenannten Priparat wird dann
die Komponente a in einem besonderen Adsorptionsversuch ent-
fernt.

Die Fiillung des Apparates mit Puderzucker geschah nach

1 Die Identitdat des ,,Violaxanthins‘‘ ist noch unsicher.
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S.65. 3 g Rohchlorophyll werden in 100 cm® Benzol (thiophen-
frei, pro anal. Merck) gelost und mit Benzin (Siedep. 70°) auf
1500 cm3 verdiinnt. Nachdem 200 cm® eines Benzin - Benzol-
Gemisches (14: 1) in die Saule gebracht wurden, wird das Chloro-
phyll eingefiihrt. Ist die Losung fast eingesaugt, so fiillt man 150 cm?
Benzol 4 Benzin-Gemisch nach; dann wird mit Benzin etwas
weiter entwickelt, schlieBlich die Sdule mit Petrolither nachge-
waschen und méglichst trocken gesaugt (Dauer 1—1Y/, Stunden).

Man zerlegt die Kolonne durch Abschaufeln in drei Teile: oben
Chlorophyll b (90proz.), darunter ein Gemisch a -+ b, unten
reines a. Jeder Anteil wird mit 11 Aceton - Ather (1: 1, Ather
peroxydfrei) verriihrt, genutscht und mit dem gleichen Solvent ge-
waschen, bis der Zucker (fast) weil erscheint. Das Aceton wird
im Scheidetrichter durch vorsichtiges Waschen mit Wasser ent-
fernt (nicht schiitteln!). Man gieBt die dtherische Losung durch
ein mit wenig Natriumsulfat beschicktes Faltenfilter und dampft
sie im Vakuum bei 25° vollstindig ein. Der Riickstand wird in
etwas Ather aufgenommen, filtriert, im Vakuum auf ein kleines
Volumen gebracht und das Chlorophyll mit Petrolither gefallt.
Man zentrifugiert nach einiger Zeit, gieBt die Losung ab, 16st den
Riickstand in wenig Ather, verdampft im Vakuum vollsténdig und
evakuiert den Kolben lingere Zeit. Das Chlorophyll 148t sich gut
herauskratzen.

Zwecks Reindarstellung von Chlorophyll b aus dem 90proz.
Material werden 0,2 g in 15 cm?® Benzol gelost und mit Benzin auf
150 cm3 gebracht. Man adsorbiert an Zucker (Rohr 12 X 5,5 cm),
wischt die Kolonne mehrfach mit Benzin - Benzol (14 : 1), schlie-
lich mit Petrolidther und saugt sie trocken. Es wird nur die Haupt-
zone verarbeitet, und zwar wie oben eluiert usw. Zur weiteren
Reinigung werden die Priparate aus 4—5 Adsorptionsversuchen
vereinigt, in wenig Ather gelést und mit Petrolither gefillt. Das
Abtrennen des Niederschlages geschieht in der Zentrifuge. Nach
2—3 Umfillungen ist das Chlorophyll b. rein.

Die Tremnung von Phdophytin a und b 1aBt sich gleichfalls
chromatographisch durchfiihren, wenn auch diese Abbauprodukte

von Zucker nicht so stark festgehalten werden als die Chlorophylle
selbst. Mischungen wie Zucker + Talcum diirften geeigneter sein.
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Bakterien-chlorophyll

kann ebenfalls chromatographisch herausgearbeitet werden. GaF-
FRON (2) hat Thiocystisbakterien in der Talcum-Siule nach-
einander mit Alkohol, Aceton und Ather ausgezogen und die Bil-
dung einer griinen, einer gelben und einer roten Zone beobachtet.
Der griine Pigmentanteil ist Bacterio-chlorophyll. Abbauprodukte
des letzteren wurden von FiscEER und HaseNkamP (1) studiert
(Naheres S. 96).

Tierische Chlorophylle.

Auf diesem Gebiete wurde schon friihzeitig (1916) die
TswerTsche Methode angewandt, und zwar von DHERE und
VEGEzz1 (s. auch VEGEzzI), gelegentlich der Untersuchung des
Pigments der Weinbergschnecken-leber (Helix pomatia). Bei dem
Aufgiefen eines Benzinextraktes auf Calciumcarbonat und reich-
lichem Nachwaschen bilden sich vier Zonen:

Oben: gelb, Xanthophylle,

griinlich (Doppelscheibe),
graustichig,

unten: gelb, Carotin, 1duft durch.

Die Untersuchung zeigt, dal das von dem Tier aus pflanzlicher
Quelle bezogene Pigment angegriffen wurde, indem es unter der
Einwirkung von Séuren in Phiophytin a und b (oder in dhnliche
Stoffe) iiberging. Die letzteren Abbauprodukte haben sich in den
beiden mittleren Scheiben des Chromatogramms angereichert.

Derivate und Abbauprodukte des Chlorophylls.

Vorstufe des Chlorophylls. Die interessante Frage, ob den
beiden Chlorophyllen a und b ein gemeinsames natiirliches Proto-
chlorophyll zugrunde liegt, aus welchem die beiden griinen Farb-
stoffe durch Oxydation entstehen, oder ob bereits vor diesem
Vorgang ein Gemisch von zwe: Proto-chlorophyllen in der Pflanze
vorliegt, konnte von SEYBOLD im Sinne der letzteren Moglichkeit
entschieden werden.

Als Ausgangsmaterial diente eine Kiirbisart, deren Samen
schalenlos sind. Mittels eines Messers lieBen sich die griinen,
inneren Samenhdutchen abschaben. Man extrahiert sie mit einem
Gemisch von Benzin--Methanol, treibt das gesamte Pigment mit
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Wasser in Benzin, engt die Losung im Stickstoffstrom stark ein
und chromatographiert sie auf Puderzucker. Wie im Falle von
Rohchlorophyll, haftet oben ein griiner Anteil, wihrend ein gelber
carotinoider Farbstoff schlecht adsorbiert wird und durch Auf-
gieBen von Benzin sich abtrennen 148t. Zur Entfernung der Fette
wiéscht man die Sdule zehnmal mit Benzin und entwickelt sie mit
Benzol oder Benzol+ Benzin-Gemischen. Dabei wandert ein zweites
Carotinoid aus dem Griin aus, und gleichzeitig nimmt man die
Scheidung des Hauptfarbstoffes in eine gelbgriine (oben) und eine
bldulichgriine Komponente (unten) wahr. Sie werden gesondert
mit Methanol-}-Ather eluiert. Nach dem Wegwaschen des Alkohols
zeigen die Losungen ebenso verschiedene Farben, wie Chloro-
phyllaund b, so daBl man den letzteren wahrscheinlich je ein Proto-
chlorophyll zuordnen darf. Die Fluorescenz von b ist schwicher;
seine optischen Schwerpunkte sind langwelliger. Die Lage der
Bander unterscheidet sich nur wenig, so dal man die Proto-chloro-
phylle in einer Mischlésung nicht auseinanderhalten kann. Wohl
deswegen konnte die Existenz der beiden Vorstufen ohne Anwen-
dung der Tswerrschen Methodik bisher nicht nachgewiesen
werden.

Umkehrbare Reduktion. Nach KUEN und WINTERSTEIN (2)
lassen sich die Chlorophylle a und b durch Behandlung mit Zink-
staub in Pyridin, unter Zusatz von etwas Essigsiure, in Leuko-
verbindungen tberfithren. Bei Luftzutritt regeneriert das braune
Filtrat rasch unversehrtes Chlorophyll, von welchem die be-
gleitenden Zersetzungsprodukte folgend abgetrennt wurden: Nach
Zusatz von Benzin wird das Pyridin weggewaschen und die Losung
auf Puderzucker chromatographiert (Entwickeln mit Benzin). Bei
der Verarbeitung von Chlorophyll a erschienen drei Zonen:

Oben: schmal, schwarz; unbekannte Zersetzungsprodukte,
rein blau; Chlorophyll a (70—809, des Rohpigments),
unten: hellgrau, wahrscheinlich Phéophytin.
Das aus Chlorophyll b bereitete Reaktionsgemisch liefert eine
griingelbe Scheibe im oberen Teil des Rohres.

Gelegentlich analytischer und synthetischer Arbeiten auf
diesem Gebiete diente die Chromatographie im Laboratorium von
H. Fiscaer ofters als Hilfsmittel:

Bacterio-phdophytin. FIscHER und HASENKAMP (1) haben den
purpurfarbenen Thiocystis-Bakterienbrei (aus 150 1 Kulturlésung)
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mit Aceton verrieben, 1 Tag stehengelassen und dreimal mit
80proz. Aceton extrahiert. Man gieBt die Ausziige in Ather,
wischt mit gut destilliertem Wasser wiederholt aus und schiittelt
mit 10proz. HCI durch. Nun wurde die atherische Losung auf
20 cm?® gebracht, das ausgefallene Bacterio-phaophytin abfiltriert
und die Mutterlauge auf eine Talcum-Séule gegossen. Dann hat
man das oben festgehaltene Pigmentgemisch mit Aceton entwickelt.
Es konnte dabei in geringer Menge ein phorbiddhnlicher Kérper
abgetrennt werden (Komponente b?), der von dem nieder-
geschlagenen Hauptprodukt spektroskopisch abweicht.

Versuchsfithrung in kleinerem MaBstab: GaFFroN (1).

Versuche mit Phorbiden. a) FiscHER und HASENKAMP (2)
konnten ihr Dihydro-phdophorbid @ in der Talcum-Séule wirk-
sam von Phaophorbid a befreien, das friiher Trager der im Original
beschriebenen Oxoreaktion war, nun aber im oberen Bezirk der
Kolonne hiangen blieb. Das Chromatogramm wurde aus einer ge-
sittigten Atherlosung bereitet, zum Nachwaschen diente Aceton -
Ather.

b) Aus frischem Schafkot erhaltene ,, Probophorbid‘‘-Priparate
lassen sich nach FisceER und STADLER in Aceton, auf Talcum
chromatographieren. Entwickelt man mit Ather, so erscheinen
zwei Farbschichten: in der unteren ist das Dikydro-pyrophdo-
phorbid a weitgehend angereichert. Die Uneinheitlichkeit des sog.
Probophorbids wurde hier adsorptionsanalytisch bestatigt.

¢) Eine chromatographische Reinigung des Phdophorbid-a-
geranylesters C,sH 0N, haben FiscEER und ScEHMIDT versucht.

d) Das bei der Anlagerung von Diazoessigester an Methyl-
phdophorbid a entstehende Reaktionsgemisch kann nach ent-
sprechender Aufarbeitung gleichfalls chromatographiert werden
(FisceER und MEpIck). Die Substanz wird in Ather -+ Aceton-
Losung, die bis zur eben beginnenden Féllung mit Petrolither
versetzt worden ist, auf eine mit Petrolidther vorbereitete Talcum-
Séule unter maBigem Saugen gegossen und mit Ather 4- Petrol-
dther (5: 2) entwickelt. Man erhélt eine gelbgriine, darunter eine
gelblichgraue und schlieBlich eine rein graue Zone, von denen die
letztere kleine Mengen des krystallisierten Anlagerungsproduktes
CyH ,,0,N, liefert, falls mit Ather eluiert wird.

e) Bei der Uberfiihrung von Phiophorbid b in das entsprechende
Chlorophyllid (mittels GRiGNARDscher Losung) haben FiscHER und

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 7
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SPIELBERGER die aus 0,5 g Phiophorbid erhaltene Pyridin 4 Ather-
Losung gewaschen, auf 70 cm3 eingeengt und auf eine (mit Ather -
Petrolither hergestellte) Talkschicht (8 X 5 cm) gegossen. 3 mg
durchgelaufenes Chlorophyllid schieden sich beim Eindunsten der
Losung (iiber Wasser) krystallinisch aus, wihrend der im Ad-
sorbens festgehaltene - Farbstoffanteil, welcher mit Aceton -
Pyridin sich eluieren 148t, nicht krystallisierte.

f) Retnigung von 2-x-Oxy-meso-chlorin eg-trimethylester (FISCHER,
LavurscH und Lin). Das aus Chlorin-eg-trimethylester durch HBr-
Anlagerung, Hydrolyse und Veresterung gewonnene Rohprodukt
(2 g) wurde in etwas mehr als der erforderlichen Methanolmenge
gelost und auf Talcum (40—50 X 2—3 ecm) chromatographiert
(vorheriges Anfeuchten sowie Entwickeln mit Methanol). Gelbe
Zersetzungsprodukte bleiben oben hingen; der tiefblaue Durch-
lauf wird im Vakuum abgedampft, der Rest in Eisessig gelost und
mit Petroliather (Siedep. 30—50°) auskrystallisiert. Blaue Prismen,
die viermal umgeschieden, bei 215° schmelzen.

Siehe auch die neue Arbeit von FiSCHER und LAUBEREATU.

2. Himin.

BaARrAN und ScrHALES (1—3) haben aus verschiedenen Blut-
arten ein wasserlosliches c-Hdmin erhalten, das nach Auffassung
der Entdecker sich vom Protohémin durch das Fehlen einer
Methinbriicke unterscheidet und dessen Eiweillverbindung ein
Zwischenprodukt der Umwandlung von Blut- in Gallenfarbstoff
im stromenden Blut zu sein scheint. Nach ScrALEs wird die neue
Héaminart folgendermafen angereichert.

Eine Losung von Oxyhdmoglobinkrystallen (Pferd), mit einem
Gehalt von 4,5°, Farbstoff in 300 cm3, wird mit 300 cm? 0,8proz.
HCl, in der 0,6 g Pepsin ( Witte) gelost worden sind, versetzt und
nach 48stiindigem Verweilen bei 38°, mit Ather im Scheidetrichter
gewaschen (Wasserzusatz erleichtert die Trennung). Beim Ab-
lassen der Unterschicht verwirft man die an der Grenzfliche aus-
geschiedenen braunen Flocken. Die Atherbehandlung der wiB-
rigen Phase wird dreimal wiederholt, zum Schluf} ist der Ather
farblos. Man befreit die wiBrige Losung (1,3 1) vom Ather am
Wasserbade, kiihlt ab, filtriert, neutralisiert die nun protohimin.
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freie Losung mit Kaliumkarbonat genau, verdampft im Vakuum
und trocknet den Rest iiber P,O; (11,7 g).

8,3 ¢ des lehmfarbigen Produktes, in 60 cm® Wasser geldst,
wurden mit einem Gemisch von 20 cm?® m/15-Phosphatpuffer
(pa = 8), 4 cm?® Pyridin und etwas Natriumhyposulfit versetzt.
Man saugt die rotliche Losung langsam durch eine Aluminium-
-oxyd-Saule (nach BROCKMANN, 16 X 3 cm). Nach 3/, Stunden,
wenn die Gesamtlosung eingesickert ist, sieht man etwa 1,5 cm
vom oberen Rand entfernt, einen scharfbegrenzten dunkelroten
Ring von 1—2 mm Breite, wihrend darunter gelbe bis braune
Stoffe hangen. 6 cm vom oberen Rand steht eine diffus-gelbgriine
Zone, das Gebiet dariiber ist rotlichbraun, darunter gelblich. Beim
Entwickeln mit 25 cm® hyposulfithaltigem Losungsmittelgemisch
wird die Umgebung des roten Bezirkes nahezu weil}, das Filtrat
wird gelb bis hellbraun und ist frei von c-Hamin. Man saugt die
_Séule trocken, schneidet die infolge der Luftwirkung braun ge-
wordene rote Hauptzone heraus, eluiert sie zweimal mit 2/, n-
HCl und neutralisiert die vereinigten braunen Eluate genau mit
Soda. Es erscheinen braune Flocken, die nach kurzem Stehen
zentrifugiert werden (Losung wasserhell). Waschen mit Aceton
und Ather, Nutschen, Trocknen im Vakuum iiber P,0. Ausbeute
etwa 0,2 g c-Hamin. Dunkelbraunes Pulver. Lost man etwas in
HCI, macht mit NaOH alkalisch, setzt Pyridin zu und reduziert
mit Hyposulfit, so erscheinen die Béander: 553,8—545,6 und 519,1uu.

3. Porphyrine.
Harn-porphyrine.

Normaler Harn. Die Farbstidrke des normalen Harnes wird bei der
Filtration durch die Aluminiumoxyd-Séule nicht vermindert, wihrend
eine alkoholische Urochromlésung als braungelbe Zone héngen bleibt;
mit Wasser laBt sich das Urochrom restlos eluieren (WALDENSTROM).

Das im normalen Harn, in einer Verdiinnung 1 : 108 stets vor-
kommende Koproporphyrin I wurde von Fink (1, 2) im Wege
einer adsorptiven Filtration durch Baumwollfasern+ Asbest an-
gereichert. Bei der angewandten Wasserstoffionenkonzentration
P = 3,6 besitzt das kolloidal geloste Porphyrin nach FINK einen
positiven, die Filtermasse einen negativen Ladungssin (s. auch
HorrBURGER). ZEILE und RAU haben dasselbe Koproporphyrin

7*
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nach dem unten angegebenen Verfahren von WALDENSTROM aus
Harn gewonnen.

Pathologischer Harn. Fir die Untersuchung der bei gewissen
Erkrankungen (Porphyrinurie, Bleivergiftung) in relativ gréBeren
Mengen auftretenden roten Harnfarbstoffe wurde die Chromato-
graphie von WALDENSTROM (1, 2) nutzbar gemacht. Das meist
angewandte Aluminium oxydatum anhydr. puriss. Merck a8t die-
normalen Pigmente des Harnes durch, es bindet jedoch die Por-
phyrine, nebst anderen Farbstoffen pathologischer Herkunft. Es
eignet sich demnach sehr gut zur Pigmentanreicherung. Der Vor-
gang verlduft giinstiger als die bisher geiibten Analysenmethoden,
mit welchen manchmal eine Kombination moglich ist (zunédchst
Adsorption, dann Verarbeitung auf anderem Wege).

Die Stoffaufnahme erfolgt direkt aus dem Harn, also aus
walriger Losung. Das Chromatogramm wird nicht ausgepreft,
sondern man befreit die Saule durch energisches Durchspiilen von
ihrem Pigmentgehalt.

Apparatur. An einem 1-l1-Scheidetrichter ist ein AbfluSrohr
(20 X 3,5 cm) angeschmolzen, das unten mit einem Hahn endigt
(Lochdurchmesser 0,8 cm). Man driickt iiber dem Loch einen feuchten
Wattebausch fést, giet das Adsorbens 5—10 cm hoch in das Rohr
und schwemmt durch Schitteln mit Wasser gut auf. Nach dem Ab-
setzen wird der Apparat auf eine Saugflasche montiert und das Wasser
(bis auf eine 1-cm-Schicht) langsam durchgesaugt.

Man stellt den gesamten Harn genau auf einen Gehalt von 1 bis
29, freier Essigsdure ein und léaBt ihn entlang eines fast bis zum
Adsorbens reichenden Glasstabes vorsichtig einflieBen. Dann wird
der unten angebrachte Hahn gedffnet und die Flussigkeit durch-
sickern gelassen, eventuell unter sehr schwachem Saugen.

Beispiel. Diagnose: akute Porphyrie. Harn (730 cm3) neutral,
dunkelrot, Aldehydreaktion (EHRLICH) negativ. Der essigsauer
gemachte Harn wird mit Ather ausgezogen, wobei etwas Kopro-
porphyrin in Losung geht. Man filtriert vom gleichzeitig ent-
standenen Niederschlag ab und chromatographiert das Filtrat wie
beschrieben. Es zeigt sich zuerst im oberen Bezirk der Al,O,-
Siule eine rotbraune Zone, die nach unten wandert. Die Schicht
zwischen ungefirbter und dunkelroter Masse wird gelbbraun, der
oberste Teil farbt sich allmahlich kriftig schwarzrot. Man wischt
zum Schlufl mit 1proz. Essigséure nach und eluiert mit 20proz.
Essigsdure. Die braune Zwischenschicht und dann das rote Pig-
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ment werden getrennt aufgefangen; sie sind porphyrinfrei. Man
wiascht die Kolonne mit viel Eisessig und saugt, wobei alle Farb-
stoffe mit Ausnahme des obersten Ringes eluiert werden. Diese
Fraktion ist stark porphyrinhaltig. Nach dem Waschen mit
Wasser (wobei eine schmale, rote, porphyrinhaltige Zone nach unten
geht) werden mittels 12proz. Ammoniak die restlichen Pigmente
als dunkelrote Fraktion herausgelost; das Al,O; entférbt sich. Die
NH,;-Lésung zeigt einen sehr hohen Gehalt an Porphyrinen. Sie
wurde schwach essigsauer gemacht und, da der Farbstoff nicht
ausfiel, die Chromatographie wiederholt. Nachher konnte das
Pigment mit Essigsdure ausgeflockt und der Bestimmung Zzuge-
fithrt werden.

Man sieht, daB} eine Fallung ohne zweimalige Chromatographie
iiberhaupt nicht entstanden wire und daB nur die Adsorptions-
methode die Gewinnung dieser Fraktion erméglicht hat. Nach
durchgefiihrter Chromatographie ist der Harn hellgelb gefirbt, die
spektroskopische Kontrolle des Porphyringehaltes daher einfach.
Die Methode eignet sich auch fiir kleine Urinmengen (10 cm?) so-
wie fiir porphyrinarme Harne.

Bekanntlich wird die rote Farbe des Harnes in Féllen von akuter
Porphyrie hauptséchlich von Begleitern bedingt, die nicht zu den
Porphyrinen zéhlen. Zur néheren Priifung dieser noch wungekldarten
Pigmente wurde der Harn wie beschrieben adsorbiert. Der Porphyrin-
gehalt bleibt oben hédngen, auflerdem entsteht eine rote Zone, die
recht rasch abwiarts wandert. Man leitet den Versuch so, daB3 die
letztere Fraktion durchlaufe. Der abflieBende Harn ist nun dunkelrot,
aber trotzdem porphyrinfrei. Man nimmt damit eine zweite Chromato-
graphie vor, wascht die Sdule mit Methanol aus, dann mit methyl-
alkoholischem NHj; und eluiert schlieflich das Pigment mit Hilfe
von stark verdunntem Ammoniak.

Nachweis von zwer tsomeren Uroporphyrinen im Harn des an
kongenitaler Porphyrie erkrankten Patienten Petry (FiscHER und
Hormawnw). Ein Uroporphyrinpriparat (PETRY) vom Schmelzp.
286° wird in Chloroform--Methanol (1 : 1) méglichst konzentriert
gelost und auf eine mit dem gleichen Solventgemisch bereitete
Talcum-Séule gegossen. Die zundchst einheitlich erscheinende
rosa Zone zerfillt beim Entwickeln mit Chloroform in eine obere,
diinne, braunrote und in eine gut abgetrennte rosa Schicht. Die
beiden Spektren sind in Pyridin 4~ Ather identisch. Man treibt die
untere Farbschicht in das Filtrat, das beim Einengen Nadeln ab-
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scheidet, Schmelzp. 300—302° (unkorr.). Da eine zweite Chromato-
graphie zu keiner Aufteilung mehr fiihrte, ist dieser Anteil (Uro-
porphyrin I des PrrrY-Harnes) einheitlich.

Zur Isolierung des Inhaltes der braunen Zone (Uroporphyrin
vom Typus III) geht man von mehr Substanz aus und verwendet
Chloroform 4+ Methanol im Verhéltnis 7 : 3. Der 8 cm breite braun-
rote Bezirk wurde léingere Zeit mit Eisessig geschiittelt, die Losung
mit 3 Vol. Wasser verdiinnt und das Porphyrin mit Essigester
quantitativ ausgezogen. Man wéscht sdurefrei, trocknet durch
wiederholtes Filtrieren, engt auf 4 cm? ein, zentrifugiert, dekantiert
und engt weiter ein. Nadeln, Schmelzp. und Misch-schmelzp. mit
Uropophyrin III (Priparat von WALDENSTROM) 257°.

Nach der Methode von WALDENSTROM (s. oben) hat TURNER im

normalen Harn des Eichhoérnchens (Sciurus niger) Porphyrin vom
Typus I nachgewiesen.

Porphyrine aus Kot.

Diagnose: Fall PrTrRy. Aus dem getrockneten und fein
gemahlenen Kot hat WALDENSTROM einen Eisessig + Ather-Auszug
bereitet, das Porphyrin in HCI getrieben, diese mit Acetat bis zur
Kongo-negativitit abgestumpft und die Losung auf die Al,O3-Séule
gebracht. Es lauft eine gelbrote Losung durch, das Porphyrin
bleibt oben hingen. Nach dem Waschen mit Wasser und dann
mit Ather wird Eisessig aufgegossen. Das Porphyrin geht, ohne
sich aufzuteilen, in Losung, die man mit viel Ather vermengt. Die
Essigsidure wird mit Wasser weggewaschen und die nur schwach
saure Losung adsorbiert. Mit Hilfe von stirker essigsaurem Ather
(1%, erhélt man nun ein richtiges Chromatogramm. Zunichst
wandert eine schwichere griine Zone nach unten (ein Kopro-
porphyrin) und dann der iiberwiegende Anteil des Porphyrin-
gehaltes.

Befreiung der Kot-porphyrine von Protoporphyrin. In einem
Fall von Porphyrie ohne Porphyrinurie haben GROTEPASS und
DEFALQUE die wie iiblich aus dem Kot extrahierten und durch
mehrmalige Uberfithrung in essigsiurehaltigen Ather und Aus-
schiitteln mit 5proz. Salzsiure vorgereinigten Porphyrine in der
letztgenannten Sdure gelost und durch eine 2 mm dicke Talcum-
schicht filtriert. Wascht man mit 10proz. HCl nach, bis diese farb-
los durchlauft, so verbleiben stérende Farbstoffe im Adsorbens.
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Nun folgt dreimalige Reinigung iiber Ather. Zur weiteren Schei-
dung dient eine 15 cm hohe Saule von Infusorienerde, die vorher
durch wiederholtes Waschen mit warmer 5proz. Salzsiure von
Eisen befreit wurde. Ganz oben wird ein brauner, 3 ecm tiefer ein
roter Farbstoff abgelagert. Man wischt mit 5proz. HCI so lange,
bis der Durchlauf rot und dann wieder farblos geworden ist. Nach
zweimaliger Wiederholung dieser Filtration ist auch die letzte
Spur des Protoporphyrins entfernt, was aus der Spektroskopie
einer in essigsauren Ather iibergefiihrten Probe hervorgeht. Nun
steht das Material fiir die Abscheidung weiterer Porphyrine nach
den gangbaren Methoden bereit.

Kiinstlich bereitete Porphyrinpriiparate.

a) Synthetische Koproporphyrine I und III lassen sich nach
WALDENSTROM trennen.

b) Synthese des Desoxo-phyllerythro-dthioporphyrins CgoHgeN,
(Fiscuer und HormaNN, 1). Diese Verbindung wurde auf folgen-
dem Weg aus dem Porphyringemisch herausgearbeitet. Eine
moglichst konzentrierte atherische Losung (3 g in 151) wird in
einem konischen Glasrohr (70 X 12 em) im Verlauf von mehreren
Tagen durch Talcum gesaugt und das im oberen Drittel fixierte
gesamte Porphyrin mit Ather-Chloroform (10 : 1) entwickelt. Das
Atioporphyrin wandert langsam nach unten, wihrend das Desoxo-
phyllerythro-dtioporphyrin oben festgehalten wird. Dieser obere
Teil der Sdule wird abgetrennt und durch Digerieren mit viel
Pyridin eluiert. Man dampft im Vakuum ein, 16st in mdoglichst
wenig Ather und chromatographiert nochmals, wodurch geringe
Atioporphyrinreste entfernt werden. Zwischen den beiden Zonen
entsteht ein rein weiller Bezirk. Man eluiert das Hauptprodukt
mit Pyridin, engt ein, nimmt mit Ather auf und wischt Pyridin-
reste weg. Beim Konzentrieren erscheinen feine Nadeln.

c) Reinigung wvon Phylloporphyrinester, die durch Ameisen-
siureabbau des Phytochlorins erhalten wurden: FISCHER und
Baver (Talcum; Elution mit Pyridin-+Ather).

d) Evsen-11-salz des Tetrabenzo-monoaza-porphins Cy;H, N Fe.
Die Pyridinmutterlaugen der von HELBERGER, REBAY und
HEVER aus o-Cyan-acetophenon und Eisenpulver aufgebauten
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Diazaverbindung C,H;sNcFe wurden mit Ather verdiinnt, auf
Al1,0, aufgeteilt und mit 5%, Pyridin enthaltendem Ather entwickelt.
Oben sieht man drei braungriin verschmutzte Nebenringe, darunter
liegt ein breiter Bezirk, der aus drei voéllig ineinander tibergehenden
Streifen besteht: das Blau nimmt nach unten violetten Ton an.
Dieser Séulenteil enthélt den entsprechenden Diaza-, darunter
den Monoazakorper und zutiefst das Eisensalz des Tetrabenzo-
porphins CgeH,oN,Fe. Der ganze Streifen wurde in das Filtrat
gewaschen und dabei nach dem Spektrum-aufgeteilt. Jeweils beim
Auftreten eines neuen, langwelligeren Bandes im Rot wechselt
man die Vorlage: 1. Fraktion: 600 uu, 2. Fraktion: 620 und 600 yu,
3. Fraktion: 650, 620 und 600 yu. Die Mittelfraktion wurde nach
dem Einengen nochmals chromatographiert. Es traten wieder die
Fraktionen 1 und 2 auf, zuletzt erschien ein Nachlauf, welcher bei
600 yp nur mehr sehr schwach adsorbierte. Sammelt man solche
Anteile, engt stark ein und fallt mit heilem Methanol, so erhilt
man grofe violette Rauten, namlich die Verbindung des Mono-
azakorpers mit 2 Mol. Pyridin.

Das Magnesium-Komplexsalz des Tetrabenzoporphins wurde eben-
falls auf Al,O, gereinigt und mit Pyridin + Ather (1: 4) entwickelt.

e) Porphyrazine. Cook und LiNsTEAD haben durch Erhitzen
von Diphenyl-maleinnitril (CgH;)(CN) C = C(CN)(CgH;) mit Ma-
gnesium das Magnesium-octaphenyl-porphyrazin erhalten. Eine

C.H C.H Losung des purpurschwarzen Pul-
g e vers (0,6 ¢) in 300 cm3 Benzol wurde
CeHs“"/// /N \/\—CeHs durch Al,0; (BRocKMANN, 20 X

/|,,,- NH NEL,’\ 1,5 cm) filtriert. Man sah einen

N\ /N breiten griinen Ring und Kkleine
CH._ ‘N NH| —_"—C 0 Mengen brauner Verunreinigungen.
NN T Elution der Hauptzone mit Pyridin,
([3«H5 CeH, Fillen der eingeengten Ldsung mit
Octaphenyl-porphyrazin, Wasser. Ahnlich wird das mit HCI

erhaltliche, freie Octaphenyl-porphyr-
azin gereinigt, das weniger stark adsorbiert wird, wie Spuren
der darin enthaltenen Magnesiumverbindung. Fithrt man die
Synthese mit Kupferbronze durch, so entsteht die krystallisier-
bare Cu-Verbindung, welche sich, wie beschrieben, chromato-
graphisch reinigen 1dBt.



Gallenfarbstoffe.

4. Gallenfarbstoffe.
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Auf diesem Gebiete hat die Chromatographie bisher nur spér-
lich Anwendung gefunden.

a) Photochemische Uberfiihrung des Atio-porphyrins I in

bilirubinoide Farbstoffe (FiscEErR und HERRLE).

Eine Losung von 2g Atioporphyrin in 41 Pyridin wurde mit
10proz. Natriumathylat versetzt, bis das ganze Ma-
terial als Komplexsalz vorlag (Spektrum: 5914,
555,5, 445,3 uy). Man gibt die gleiche Menge Athylat
zu und leitet die Losung durch eine Glasschlange,
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Atio-glaukobilin.

deren Windungen um eine 500-
Watt-Sofittenlampe fithren. Um-
schlag der roten Fliissigkeit in
Blau und Tiefgriin. Man engt im
Vakuum stark ein, gieft in 31
Ather, zieht unveriandertes Aus-
gangsmaterial mit 7proz. HCl und
ein neues Porphyrin mit 12 bis
15proz. HCl aus, adsorbiert an
AlL,O, und entwickelt mit Ather.
Im allgemeinen zeigt sich ein der
Abb. 37 ahnliches Chromato-
gramm. Die Aufteilung wird,
wenn notig wiederholt.

Schicht IT enthélt einen neuen
Korper CigH,,0,N, der' durch
Wiederholung der Adsorption

1 braun bis
violert

A gelt

V/ 0

IV weinrot

Vblov

VI helfrot

Abb. 37. Chromato-

gramm des Bestrah-

lungsproduktes von
Atioporphyrin,

sich isolieren 148t. In Schicht III ist Atio-glaucobilin
Cs,HyO,N, enthalten, das nach dem Extrahieren
mit Ather und Eindampfen unmittelbar auskrystalli-

CHy——— —C,H; CHy— —— 4’|—02H5
B . ‘ i' /
C{{\ N/ GHm— "”\NH/\CH
\/NH\:CH e N/
CoHy—-=— |——CH3 Cﬂ,Hs—L === CH,

Atio-porphyrin I,
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siert; Schmelzp. 238°. Aus Schicht IV wurde nach Wieder-
holung der Adsorptionsanalyse ein rotes Keton C;H;O,N,
erhalten. Schmelzp. 244°; vielleicht liegt Atio-mesobilirubinogen
vor.

b) Verhalten des Blutserum-Bilirubins. Trennung von den Caroti-
noiden des Serums.

Nach SULLMANN, SzEcSENYI-NAGY und VERZAR wird Bilirubin
aus seiner Petrolitherlosung (durch Ausschiitteln einer ange-
sduerten waBrig-alkoholischen Losung bereitet) von wasserfreiem
Natriumsulfat adsorbiert, und zwar bedeutend stirker als Lutein.
Das Filtrat ist farblos. Diese Methode versagt jedoch im Falle von
Serumextrakten, wahrscheinlich unter dem Einflul von Lipoiden,
indem iiberhaupt kein Pigment adsorbiert wird. Dasselbe beob-
achtet man nach dem Versetzen einer petrolitherischen Losung
von reinem Bilirubin 4 Lutein mit Cholesterin.

Viel geeigneter ist Aluminiumoxyd (Merck, fiir Adsorptions-
zwecke), welches Bilirubin (und noch stdrker die Produkte,
die durch Ultraviolettbestrahlung von Natrium-bilirubinat in
Weingeist entstehen) aus alkoholischer Lésung festhélt.

Zur Trennung von Bilirubin und Lipochrom des menschlichen
Blutserums verfahrt man wie folgt: Je 10 cm® Serum werden in
75 cm® Alkohol gebracht, 1/, Stunde im Dunkeln stehengelassen
und durch einen Glasfiltertiegel (G,) filtriert. Man wéascht die
Fillung zweimal mit Alkohol nach, das zweitemal unter Zusatz
von etwas Petroldther. Die aus dem Extrakt nach dem Ansiduern
in Petrolither iibergefiihrten Serumfarbstoffe wurden auf Al,O,
chromatographiert:

Oben: gelb, mit Petroldther uneluierbar, nach Sprit-elution dia-

zotierbar: Bilirubin, ‘
rotgelb, mit Alkohol leicht eluierbar. Bei der Verteilung
zwischen Petroldather und 87proz. Alkohol hypophasisch:
Xanthophylle,
unten : rotgelb, bei der Entmischung epiphasisch: Carotine.
Eine feinere Aufteilung war hier, im Hinblick auf die sehr geringe.

Serummenge, nicht zu erwarten. Die Fraktionen kénnen quantitativ
bestimmt werden.

¢) Harn.

Das Urobilin wird, analog dem Urochrom (8. 99), nur aus den
ersten Kubikzentimetern des schwach essigsauren Harnes von
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ALO, zuriickgehalten. Aus gallenfarb-
stoffhaltigen Harnen werden Bilirubin
und Biliverdin adsorbiert (WALDEN-
STROM).

1._.. -—C,H,

"’\/LOH
N
o
Ve

d) Abbauprodukte.

Der aus Mesobilirubinogen durch
Ferrichlorid-oxydation erhaltene Farb-
stoff wurde von SIEDEL in Chloroform
iibergefithrt und die stark eingeengte
Losung nach Zusatz von 1 Vol. Ather
auf Talcum aufgeteilt (Entwickeln mit
Chloroform - Ather 2:1). Es bildeten
sich zwei scharf abgegrenzte Zonen aus:
oben hellrot, unten violett (Hauptan-
teil). Der rote Farbstoff wurde Meso-
bilirhodin genannt, der violette ist
Mesobiliviolin. Die Formeln zeigen,
daB kleine Varianten im Molekiilbau
in der Adsorptionsanalyse sich stark
auswirken.

-~ CH -
—CH, CH3—>
CH,

|
|

-~ —CH, CH,—
7
N

v
N

Oben: Mesobilirhodin,
CH,— —— —(CH,),COOH HOOC(CH,),——
CH
unten: Mesobiliviolin.

(CH,),COOH HOOC(CH,),—-
- CH

¢) Synthetische Hexa-pyrrene.

1
v

Ein von FiscuEr und REINECKE
aufgebautes ,,Hexapyrren, das Kon-
densationsprodukt von Neoxantho-
bilirubinsdure und 3,3’-Dimethyl-4,
4’-dipropionséure - 5,5’ - dibrommethyl -
pyrromethen-bromhydrat, ein nach
dem ,,Bilirubin-Urobilin-Modell“ der
genannten Forscher gebaute Stoff, er-
leidet beim Stehen in Methanol + HBr
Dehydrierung. Nach dem Eingieen
in Chloroform und mehrmaligem Auswaschen wurde an Alu-
miniumoxyd adsorbiert und mit Aceton entwickelt:

Oben: Zone 1, orange,
Zone II, violett,
Zone III, blau, )

Zone IV, violett, ; ohne weiBe Zwischenrdume.
unten: Zone V, griin

———CaH, CH,
| .

—\ O -
NH

CH,—

HO

CH,
O—
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Die Sdule wurde zerschnitten und jeder Saulenteil nach dem
Eluieren mit Methanol nochmals aus Chloroform--Aceton chro-
matographiert.

Zone I. In Ather Endabsorption von 530 uu an. Mit Ammoniak
und Zinkacetat in Alkohol Rotviolettfarbung: 645 (schwach), 595 uu
(stark).

Zone II. Violette Gmelinstufe eines vierkernigen Bilirubinoides,
Geht violett in 2proz. HCl. Mit Zinkacetat in Alkohol: 628, 576,
515 pu.

Zone III. Krystallisiert, Schmelzp. 238°; identisch mit Glauco-
bilin-dimethylester aus Neoxantho-bilirubinsiure und Formyl-neo-
xantho-bilirubinséure.

Zone IV. Geht blauviolett in 15proz. HCl. Dehydrierungsprodukt
des Ausgangsmaterials.

Zone V. In Lésung griin; gibt weder Gmelin- noch Zinkacetat-
reaktion.

Wird das obige Hexapyrren (als freie Base) in Chloroform stehen
gelassen, so farbt sich die Losung durch Luftoxydation violett und
es kann auf ALO, eine Aufteilung vorgenommen werden: wihrend
ein orangegelber Farbstoff sich stark festhalt, lduft ein violetter
fast unadsorbiert durch. Auch bei der Verarbeitung des mit
Hydroxylamin erbéltlichen Dehydrierungsgemisches war (nach
Veresterung) die Al,04-Séule brauchbar.

5. Carotinoide.

Das Gebiet der auf S. 27 definierten Carotinoide ist, wie er-
wahnt, ein klassischer Anwendungsbereich des TswETTschen Ver-
fahrens, nicht nur weil die moderne, priparative Arbeit gerade
hier eingeetzt hat (Geschichtliches: S. 13), sondern auch aus
folgendem Grunde. Der analoge Molekiilbau der natiirlichen
Polyene bedingt ein sehr weitgehend &hnliches Verhalten in bezug
auf Loslichkeit und Krystallisierbarkeit der Vertreter von gewissen
Carotinoidklassen, wogegen die Adsorptionsaffinititen, wie auf
S. 27 bereits vermerkt, sehr fein abgestuft sind. Wahrend man
daher innerhalb mancher anderer Kérpergruppen oft auch mit
Hilfe dlterer Methoden eine Reindarstellung erreichen kann, gibt
es in bezug auf carotinartige Farbstoffe eine Fiille von Aufgaben,
welche ohne Anwendung der Chromatographie ungeldst geblieben
waren.

Ist in einer Droge ein Hauptcarotinoid enthalten, dessen Menge
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stark iiberwiegt (Tomaten-Lycopin), so kann dasselbe freilich
auch ohne Adsorptionsanalyse leicht isoliert werden. Schwierig-
keiten entstehen erst bei der Diagnose und Abscheidung von
geringfiigigen Nebenfarbstoffen, die in der Mutterlauge verbleiben.
Meist wird indessen das native Pigment verwickelter zusammen-
gesetzt sein, so dall gewisse Komponenten entweder gar nicht in
feste Form zu bringen sind oder ein Mischkrystallisat bilden.
Ebenso ist ein Adsorptionsversuch unerlilich, wenn es sich nicht
um die Isolierung handelt, sondern um den Nachweis bzw. colori-
metrische Bestimmung der einzelnen Polyene, welche im Pflanzen-
material oder in tierischen Organen und Flissigkeiten nebenein-
ander vorliegen.

Yorbereitende Operationen.

Die Scheidung vieler Einzelfarbstoffe in derselben Saule ist un-
zweckméfig und aus praktischen Griinden nicht immer leicht
durchfiihrbar. In komplizierteren Fillen zerlege man daher das
Gesamtpigment zundchst in einige Hauptanteile, den Unterklassen
der Carotinoide entsprechend, und bereite dann mit jeder Fraktion
ein besonderes Chromatogramm auf dem jeweils geeigneten Ad-
sorbens. Wie auf vielen anderen Gebieten der Naturforschung,
wird auch hier eine schwierige Analyse durch mehrere leichtere
ersetzt.

Entmischung.

Als ein vortreffliches Hilfsmittel dient hierzu der altbewéhrte
Entmischungsversuch, namlich die Verteilung des Gesamtfarb-
stoffes zwischen zwei miteinander nicht mischbaren Losungs-
mitteln: meist Petroliather (evtl. mit Ather vermengt), die Ober-
schicht bildend, und wéBriger Methanol (z. B. 90proz.) als untere
Phase (vgl. WILLSTATTER und STorr). Schan TSwgTT (1) unter-
scheidet ,,epiphasische” und ,hypophasische Farbstoffe, je nach-
dem die Hauptmenge, nach dem Durchschiitteln, oben oder unten
im Scheidetrichter vorzufinden ist. Die wichtigsten Carotinoide
verteilen sich in charakteristischer Art und konnen, wenn notig,
nach wiederholter Erneuerung derjenigen Schicht, welche sie
groBtenteils aufnimmt, quantitativ abgetrennt werden.

Epiphasische Carotinoide : Polyen-kohlenwasserstoffe CyoHgg.

Hypophasische Carotinoide: Die freien Polyen-alkohole und
die Oxyketone, z.B. Capsanthin und Capsorubin. Das Diketon
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Rhodoxanthin -geht hilftig in beide Schichten. Krypto- und
Rubixanthin verhalten sich nur hypophasisch, wenn der Al-
kohol mindestens 95proz. ist; von einem schwicheren Alkohol
werden sie der Oberschicht iiberlassen.

Epiphasische, nach dem Verseifen aber hypophasische Caroti-
noitde : Farbwachse. Ihr Entmischungsverhalten wird durch Be-
handlung mit methylalkoholischem Kali umgekehrt.

In manchen Fillen 148t sich eine noch weiter gehende Fraktio-
nierung erreichen:

a) Schiittelt man eine &dther-petroldtherische Losung (1:1) von
Xanthophyll + Fucoxanthin dreimal mit 70proz. Methylalkohol, so
gelangt alles Fucoxanthin, aber nur wenig Xanthophyll in die untere
Phase (WILLSTATTER und PAGE).

b) Unterscheidung von Lutein und Violaxanthin (KUHN und
WINTERSTEIN 1). Schiittelt man 10 cm?® der #ther-petroldtherischen
Loésung (1: 1) viermal mit je 2 cm® 70proz. Methanol, so geht doppelt
soviel Violaxanthin als Lutein in die Unterschicht. Zapft man die letz-
tere ab und schiittelt sie mit 5 cm® Ather + Petroldther durch, so
sucht das Lutein quantitativ, das Violaxanthin nur zum Teil die
obere Schicht auf.

Wie ersichtlich, stehen mehrere giinstige Kombinationen als

Vorbereitung der Adsorptionsanalyse zur Verfiigung:

~ 1. Man entmischt den Gesamtauszug und treibt so die freien
Polyenalkohole in die untere Phase. Die Oberschicht wird abge-
hoben, iiber konz. methanolischem Kali 1 Tag stehengelassen,
alkalifrei gewaschen und mit schwach wasserhaltigem Methanol
geschiittelt. Die im Gewebe als Ester vorgelegenen Polyen-alko-
hole wandern nun nach unten und werden fiir sich abgetrennt.
Mit den drei Anteilen nimmt man gesondert Adsorptions-
analysen vor.

2. Haufig ist es hinreichend und empfehlenswert, das native
Pigment mit Ather auszuziehen oder in Ather iiberzufiihren,
welcher dann !/,—1 Tag mit 30proz. methanolischem Kali bei
LuftabschluB stehengelassen wird. Man versetzt die Fliissigkeit
mit viel Wasser, wischt die Oberschicht alkalifrei und entmischt
dieselbe, nach Zusatz von Petrolather, mit wasserhaltigem Me-
thanol. Die oben verbliebenen Farbstoffe werden gesondert chro-
matographiert, ebenso auch die hypophasischen. Die letzteren
filhrt man mit Wasser in Petrolither oder Ather iiber, trocknet
die Losung mit Natriumsulfat, dampft sie im Vakuum ab, nimmt
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den Riickstand mit einem geeigneten Solvent auf und zerteilt ihn
in der Adsorptionssdule.

3. Es sollte stets auch versucht werden, ob das native, noch
nicht entmischte Pigment sich direkt chromatographisch festhalten
und aufteilen 1a8t, eventuell unter Anwendung von zwei Adsorp-
tionsmitteln im gleichen Rohr (ein Beispiel: S. 122). Diese
Arbeitsweise, bei welcher man zunéchst keinen Farbstoff verliert,
wird namentlich fiir pflanzliche Extrakte anwendbar sein, seltener
bei der Verarbeitung von tierischem Lipochrom. Nach dem Aus-
schneiden und der Elution einzelner Bezirke folgen Entmischungs-
oder sonstige Reinigungsoperationen.

4. Wie aus den unten mitgeteilten Beispielen hervorgeht,
gibt es noch eine weitere Anzahl von Varianten der Arbeitsweise.
Liegt sehr wenig Farbstoff in groBler Verdiinnung vor, so kann man
zunichst das gesamte Pigment in einem stark wirkenden Ad-
serptionsmittel, z. B. Ca(OH), oder Al,O; summarisch festhalten.
Entweder erhéilt man sofort ein Chromafogramm oder wird so das
Eluat von farblosen Begleitern weitgehend befreit und in einem
neuen Versuch aufgeteilt, eventuell erst nach Durchfithrung einer
vorbereitenden Operation.

Anwendung von Lésungs- und Adsorptionsmitteln. Elution.

Auf dem Polyengebiet wird man mit einigen Materialien aus-
kommen. Die drei Carotine «, f und y scheiden sich am besten aus
petrolitherischer Losung, auf Calciumhydroxyd (KARRER und
WaLKER); auch Aluminiumoxyd und Benzin oder Benzol -
Benzin sind fiir Polyen-kohlenwasserstoffe und fiir die Farbwachse
verwendbar. Verschiebt man dabei das Mengenverhiltnis mehr
zugunsten des Benzols, so 18t sich ein selektiveres Sdulenbild er-
zielen, aber weniger Farbstoff in der gleichen Menge des Adsorp-
tionsmittels verarbeiten. Ein Gemisch von Polyen-alkoholen wird
zweckmiBig aus Schwefelkohlenstoff in der Calciumcarbonat-Séule
zerlegt. In Benzollosung kann man auch die sauerstoffhaltigen
Carotinoide auf Calciumhydroxyd bearbeiten, mit dem Vorteil, daf3
groBere Farbstoffmengen in das Rohr eingefiihrt werden kénnen.
Die Elution ist allerdings manchmal erschwert und geschieht dann
in der Warme.

Zur Elution wvon Polyenen dient allgemein Methyl- oder
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Athylalkohol; meist geniigt ein kleiner Zusatz davon (Y/;—19)
zum Benzol, Benzin, usw., um die Adsorptionskrifte aufzuheben.

Kurze Angaben iiber das Adsorptionsverhalten einiger Caroti-
noide (s. die Formeln auf S.30—32).

&=, f- und y-Carotin. « zeigt die schwichste, y die stérkste
Adsorptionsaffinitét. Die drei Carotine werden auf Aluminiumoxyd,
z. B. aus Benzin, einzeln festgehalten, besonders gut differenziert
auf Calciumhydroxyd. Nach TSwerr (22) ist Carotin der einzige
Farbstoff des griinen Blattes, der aus Petroliather von Saccharose,
Inulin oder Calciumecarbonat sich nicht adsorbieren 148t. Das gleiche
gilt fiir die Kombination CaCOj;-Schwefelkohlenstoff.

Lyecopin bleibt, wie die isomeren Carotine, auf Calciumcarbonat
kauwm héngen (nur im Falle hoher Dispersitit des Pulvers), obzwar
‘es an Adsorbierbarkeit die Carotine tbertrifft. Sehr geeignet sind
Aluminiumoxyd, Magnesiumoxyd und Calciumhydroxyd (Lésungs-
mittel: Benzol oder Benzin).

Kryptoxanthin. Man verwende Calciumhydroxyd oder Cal-
ciumcarbonat und z. B. Benzin; Entwickeln mit Benzol 4+ Benzin.
Das Kryptoxanthin C,H;,O nimmt stets einen tieferen Platz in der
Sédule ein als die Xanthophylle C ,HgO,.

Rubixanthin verhilt sich wie Kryptoxanthin und wird davon
auf ehromatographischem Wege kaum getrennt.

Lycoxanthin und Lycophyll lassen sich auf CaCO; festhalten,
und zwar aus Benzin. Nimmt man jedoch Benzol, so geniigt die
Carbonat-Saule nicht mehr und man muf3 Ca(OH), oder AL,O, an-
wenden. So wie das Lycopin starker adsorbiert wird als f-Carotin,
so wird auch das\Lycoxanthin (Oxy-lycopin) oberhalb des Krypto-
xanthins (Oxy-f-carotin), das Lycophyll (Dioxy-lycopin) oberhalb
des Zeaxanthins (Dioxy-f-carotin) fixiert.

Lutein (Xanthophyll) bleibt aus CS, oder Benzin auf Calcium-
carbonat héngen und nimmt die S.28 verzeichnete Lage ein. Das
A-Vitamin, oder die Polyen-kohlenwasserstoffe passieren die Saule.

Zeaxanthin. Verhalten dem Lutein dhnlich. Von g-Carotin und
Kryptoxanthin, welche das gleiche Spektrum zeigen, scheidet sich
das Zeaxanthin auf CaCO; mittels CS, oder Benzol + Benzin (1:5)
und nimmt den obersten Platz ein.

Antheraxanthin, Petaloxanthin und Flavoxanthin (alle mit
3 OH-Gruppen) belegen in dieser Reihenfolge Zonen von oben nach
unten. Anthera- und Petaloxanthin schienen zunichst identisch zu
sein und wurden-ausschlieSlich auf chromatographischem Wege diffe-
renziert.

Fucoxanthin, Violaxanthin und Taraxanthin, mit 6, 4, 4 O-Atomen,
sind der chromatographischen Scheidung zuginglich, z. B. aus
Benzin + Benzol, auf Al,0; oder CaCO,.

Rhodoxanthin wird aus Benzin an Calciumecarbonat schlecht
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adsorbiert; es bildet unterhalb der Polyen-alkohole eine Zone, welche
sich auswaschen 1ld8t. Dagegen nimmt es Al,O; aus Benzin oder
aus Benzin + Benzal als tiefviolette Scheibe auf.

Capsanthin und Capsorubin werden in der CaCO,-Sédule aus CS,
oder Benzin gut fixiert; auch die Scheidung der beiden Farbstoffe
erfolgt zufriedenstellend. Die Capsanthin-ester stehen im CaCOs-
Chromatogramm (Benzin) héher als Zeaxanthin- und Lutein-Farb-
wachse.

Bei der quantitativen Bestimmung der Carotinoide sind &hn-
liche Gesichtspunkte entscheidend wie bei der Isolierung. An die
Elutign der abgetrennten Pigmentanteile schlieBt sich hier eine
colorimetrische Messung an. Nach KvaN und BrockMANN (3), die
fir die Bestimmung der wichtigsten Vertreter der Reihe einen
systematischen Arbeitsgang beschrieben haben, geschieht die
Messung am besten im Mikrocolorimeter.

Als Standard (10-mm-Schicht) dient eine Losung von 14,5 mg
reinem Azobenzol in 100 ecm® 96proz. Alkohol. Die Farbgleichheit
zeigt in je 1 cm® Benzin (Siedep. 70—80°) an: 0,00235 mg x- oder
B-Carotin, 0,00242 mg Kryptoxanthin, 0, 00252 mg Lutein (Xantho-
phyll) oder Zeaxanthin, 0,0027 mg Tara- oder Violaxanthin, 0,0046 mg
Physalien oder Helenien. — Eine zehnmal stédrkere Azobenzollésung
indiziert 0,0078 mg Lycopin bzw. 0,0095 mg Capsanthin oder 0,0098 mg
Capsorubin pro Kubikzentimeter.

Die Identifizierung der einzelnen Carotinoide,

welche chromatographisch aus einem Gemenge herausgearbeitet
wurden, stiitzt sich vor allem auf die spektroskopische Messung.
Diese ist in zahlreichen Féllen zuverldssig, namentlich wenn auch
das sonstige Verhalten des betreffenden Farbstoffes in Betracht
gezogen wird (Entmischungsprobe, Nuance in Losung und auf der
Sédule, relative Stellung im Adsorbens, Farbreaktionen usw.).
Es sei indessen auch hier daran erinnert, daB fiir das Zustande-
kommen des Spektrums nicht das Gesamtmolekiil verantwortlich
ist, sondern nur die chromophore Gruppierung. Verschiedene
Polyene mit dem gleichen Chromophor zeigen dalier die namlichen
optischen Schwerpunkte; so sind z. B. f-Carotin, Kryptoxanthin
und Zeaxanthin optisch nicht zu unterscheiden (vgl. die Struktur-
formeln S. 30—32), wohl aber durch ihr abweichendes Verhalten
bei der Entmischung.

Zeigt die Lage des Spektrums eine bedeutende Verschiebung
gegeniiber dem Erwarteten, so ist Nicht-identitit bewiesen, die

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 8
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chromatographische Einheitlichkeit vorausgesetzt. Anderseits wird
man aber das letzte Wort iiber eine im Spektroskop gefundene
Identitit zweier Polyene erst auf Grund des Misch-chromato-
gramms (S. 8) aussprechen oder, wenn tunlich, nach der Ab-
scheidung eines krystallisierten Praparates. Gerade dadurch, daf3
die letztere Operation nicht vorgenommen wurde, ist manche, an
sich wohl gute Angabe der &lteren Literatur mit einer mehr oder
minder groBen Unsicherheit belastet.

Es besteht, analoge Struktur vorausgesetzt, ein einfacher Zu-
sammenhang zwischen Spektrum und Adsorptionsverhalten mancher
Carotinoide (8. 27; vgl. WINTERSTEIN 1): Je linger das kon-
jugierte Doppelbindungssystem ist, um so stdrker gibt sich die
Adsorptionsaffinitdt kund, aber um so mehr werden auch die
Extinktionsmaxima nach dem Langwelligen verschoben. Dies
zeigt sich in vielen Fillen sehr eindrucksvoll bei der Betrach-
tung des Chromatogramms, in welchem die Farbtiefe von oben
nach unten abnimmt, z. B.:

Oben: Lycopin C,Hs, 13 F (11 konj.): 548, 507 uu (in CS,),

y-Carotin C,oHgg, 12 F (11 konj.): 533,5, 496 uu,
B-Carotin C,oHg,, 11 F (11 konj.): 521, 485,5 uu,
unten: «-Carotin C,oH;q, 11 F (10 konj.): 509, 477 uu.

Bei den sauerstoffhaltigen Carotinoiden liegen die Verhiltnisse
nicht immer so einfach, namentlich weil der, in der Siule dem
Farbstoff relativ zukommende Platz von der adsorptiv auBer-
ordentlich stark wirksamen Hydroxylgruppe entscheidend be-
stimmt wird. So steht z. B. das Zeaxanthin (2 OH-) héher als
Kryptoxanthin (1 OH-), obzwar die optischen Schwerpunkte zu-
sammenfallen (519, 483 yu, in CS,). Hingegen werden die rot-
violetten Oxyketone Capsanthin und Capsorubin an einer hoher
liegenden Stelle adsorbiert als die orangegelben und gelben Polyen-
alkohole (vgl. S.119).

Isomerisierung von Carotinoiden.

Der Ausgangspunkt der Untersuchungen von Ginram und
BL Rip1 (1,3) sowie von GILLAM, EL Rip1 und KoN war die Beob-
achtung, daBl der x-Carotingehalt der Butter in der Aluminium-
oxyd-Séule sich stets als héher erwies, als wenn die Adsorption auf
Magnesiumoxyd vorgenommen wurde. Eine genauere Priifung
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zeigte dann, daB das S-Carotin sich teilweise isomerisiert. Dabei
erscheint, wenn lange genug entwickelt wird, unterhalb der Haupt-
zone eine gelbe Schicht, welche jedoch kein x-Carotin, sondern ein
neues Polyen, das sog. Pseudo-x-carotin C,Hgs enthidlt. Obzwar
die optischen Schwerpunkte zusammenfallen, erwiesen sich die
beiden Kohlenwasserstoffe in wichtigen Punkten als voneinander
abweichend (Tabelle 10).

Tabelle 10. Vergleich von «-Carotin und Pseudo-x-carotin.

~-Carotin | Pseudo-x-carotin
Formel . . . . .. CyoHs ' CyoHse
Schmelzpunkt . . . 166° (unkorr:) | 187° (unkorr.)
Spez. Drehung
(Cd-Licht) . . . . + 3800 | o°
Adsorption auf Al;O, !
gibt (teilweise) . . ,»Neo-carotin B-Carotin oder @&hn-

liches

Das Pseudo-x-carotin stimmt in bezug auf Zusammensetzung,
Wasserstoffaufnahme, Spektrum, Provitamin-A-Wirkung mit dem
natiirlichen x-Carotin iiberein. Es wird von GrLram und L Rip1 (3)
angenommen, daf hier entweder eine cis-trans-Umlagerung statt-
findet oder der Platzwechsel einer Doppelbindung. Es ist aber
auch die Moglichkeit noch nicht ganz auszuschlieSen, da das
Pseudo-«-carotin racemisches x-Carotin ist.

Ausgehend von x-Carotin haben Gmram, EL Ripr und Kon
auf Aluminiumoxyd (gewShnliches und BRockmaNNsches 1: 1) zu-
nichst eine homogene Schicht erhalten, auch wenn mit sehr viel
benzolhaltigem Petrolather entwickelt wurde. Nach erfolgter
Elution und Readsorption konnten jedoch zwei Farbbezirke beob-
achtet werden. Die untere Lage enthielt Neo-x-carotin CyuHgq
(Schmelzp. 1729, unkorr., Schwerpunkte in Petrolither 476,
447 py, in Benzol 487, 457 uu,in CS, 509, 476,5 uu ; [o]oq = + 2209).

Alle diese Vorgédnge sind umkehrbar.

Wihrend die GiLramsche Schule die Wirkung des Adsorptions-
mattels fiir die beschriebenen Vorginge verantwortlich macht,
handelt es sich beim B-Carotin und Lycopin nach ZECHMEISTER
und Tuzson (16, 17) um eine spontane Isomerisierung, die beim
Stehen oder Erwdrmen der Losungen alsbald einsetzt und mit der

8‘
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Chromatographie grundsdizlich nichts zu tun hat. Die TswrTTsche
Sdule bietet nur ein einfaches Hilfsmittel zur Zerlegung des
Gleichgewichtsgemisches (Abb. 66—67, S. 296), doch kann die
Isomerisierung auch mit Hilfe colorimetrischer und spektroskopi-
scher MeBmethoden, wenn auch weniger bequem, in der Losung
verfolgt werden. Ahnliches gilt fiir Kryptoxanthin. In Kenntnis
dieser Sachlage ist die Anwendung der, Adsorptionssiule unbe-
denklich, wenn die Arbeitsbedingungen entsprechend geregelt
werden.

Darstellung von krystallisiertem Pseudo-x-carotin CyoHsg
aus B-Carotin Cy9Hss, nach GiLLaM und EL RipI (3).

200 mg reines f-Carotin (aus Gras, optisch inaktiv) wurde in
Petroldther (Siedep. 70—80°) geldst, auf eine Al,0;-Sdule gegossen
(60 X 6 cm; 1 Teil nach BROCKMANN standardisiert, Merck -+ 3 Teile
unaktiviertes Oxyd) und mit Petroldther (oder Petrolither + Benzol)
nachgewaschen. Diese erste Adsorption zeigt in der Regel keine merk-
bare Aufteilung des Farbstoffes. Als man jedoch den angeférbten
Séulenteil mit alkoholhaltigem Petroldther eluierte und das gewa-
schene, getrocknete Eluat nochmals adsorbierte, erfolgte Zerfall in
zwei Scheiben. Bei fortgesetzter Entwicklung gelangte dann die
tiefer liegende Zone in das Filtrat und wurde gesondert aufgefangen.
Nun hat man das unveridnderte f-Carotin (oberer Farbring) wie an-
gegeben eluiert und noch vier- bis fiinfmal adsorbiert, um eine mog-
lichst vollstdndige Isomerisation zu erzielen. SchlieSlich lieferten
200 mg f-Carotin 80—100 mg Pseudo-«-carotin (in etwa 4 1 Fliissigkeit),
wihrend das Defizit durch Oxydation, unvollstindige Elution usw.
verloren ging. Die durchgesickerte Losung wurde im Vakuum (N,)
eingeengt und von etwas Al,Oj; filtriert. Sie lieferte beim Abkiihlen
ein Krystallisat, das aus Petroldther umgeschieden wurde. Schwer-
punkte in Schwefelkohlenstoff: 507, 477 uu, in Benzin: 477, 446 uu
(fast genau das Spektrum des «-Carotins).

Wir haben den obigen Versuch mit 100 mg reinstem §-Carotin
auf Al,O, wiederholt, konnten aber mit unseren Materialien
selbst nach sechsmaliger, rasch ausgefiihrter Chromatographie
nur eine ganz belanglose Zone unten erhalten, die das Spektrum
des Pseudo-x-carotins besal. Die opt. Schwerpunkte des
zuriickgewonnenen f-Carotins waren unverindert und scharf
ausgeprigt.

Es wird im hiesigen Institut gepriift, inwiefern die spon-
tane Isomerisierung von Polyenen eine cis-trans-Erscheinung
ist und dem Verhalten des Azobenzols dhnelt (S. 24).
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A. Beispiele zur Verarbeitung von Pflanzen-
carotinoiden.

(Vgl. auch Tabelle 11, S.128 und 12, S.135.)

Trennung von «-, f- und y-Carotin.

Nach KArRrerR und WALKER (1) gelipgt die Trennung der
Carotine am besten auf kduflichem, fein gemahlenem, geloschtem
Kalk, z. B. in Petrolatherlosung. Reihenfolge von oben nach
unten: y-, B-, a-Carotin (s. auch KARRER und ScHLIENTZ). Das
Lycopin steht noch héher als y-Carotin.

KurN und BrROCKMANN '(8) haben aus einem Karotten- Handels-
priparat, dessen Pigment etwa 159, «-, 85%, f- und 0,19, y-Carotin
enthalten hat, das in 1000facher Verdiinnung vorgelegene y-Carotin
folgendermaflen isoliert: Das dreimal aus Benzol + Methanol und
dann aus Benzol 4 Benzin umkrystallisierte und vor jeder Um-
scheidung zweimal mit reinstem Methanol ausgekochte Ausgangs-
material (3g) wurde in 300 cm® reinstem Benzol gelost, mit
900 cm?® reinem Benzin (Siedep. 70—80°) verdiinnt und durch
eine Sdule aus Fasertonerde (17 X 5 cm; 500 g) filtriert. Das
y-Isomere bleibt am stéirksten haften, wihrend die iibrigen rascher
abwirts wandern. Man wéscht z. B. mit 11 Benzol 4 Benzin
(1:4) so lange nach, bis sich eine deutlich abgegrenzte, rétliche
Zone von y-Carotin gebildet hat und die tiefer liegenden Bezirke
der Sfule nur noch schwach angefirbt sind. Man eluiert die
rotgelbe Schicht, unter Verwerfung der Rénder, sofort mit
methanolhaltigem Benzin, wéscht den Alkohol griindlich weg,
trocknet und wiederholt die Adsorption samt nachfolgenden
Operationen noch zweimal in einem kleineren Rohr. SchlieBlich
saugt man das Eluat durch ein Glassinterfilter, dampft es im
Vakuum ab, kocht den Rest zweimal mit Methylalkohol aus und
krystallisiert das Ungeldste aus wenig Benzol 4 Methanol (1:1)
um. Rohausbeute 1 mg y-Isomeres pro Gramm Gesamtcarotin.
Zur Reinigung wurde dreimal aus Benzol + Methanol (2 :1)
umkrystallisiert; man kocht jedesmal mit Methanol aus und
wischt die Krystalle mit Petrolather.

Kryptoxanthin aus Mais (KUHN und GRUNDMANN 5).

Das sehr fein gemahlene und gebeutelte Mehl wurde ab-
wechselnd, einige Male mit Alkohol und mit Benzin ausgezogen
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und der Gesamtfarbstoff aus den vereinigten Extrakten mit
Wasser in Benzin getrieben, welcher den Zeaxanthin-Gehalt an
90proz. Methanol abgab. Nun wurde die Losung verseift (5proz.
methanolisches KOH, 4 Stunden, 35°), mit 90proz. Methanol aus-
geschiittelt, gewaschen, getrocknet und auf aktiviertem Al,O,
chromatographiert (Entwickeln mit Benzin - Benzol 1:1). Eine
geringe gelbe Carotinzone ging in das Filtrat, wihrend das
Kryptoxanthin als allméahlich sich ausdehnende, nur langsam
wandernde, orangegelbe Schicht haften blieb. Durch Elution mit
Alkohol 148t sich z. B. 1 mg Kryptoxanthin aus 700 g gelbem,
italienischem Mais krystallisiert erhalten. Das Verfahren ist auch
zur colorimetrischen Bestimmung geeignet (Messung gegen Azo-
benzol, S.113).

Isolierung von Taraxanthin aus dem Rohkrystallisat der Taraxacum-
officinale-Xanthophylle (KvEN und LEDERER 2).

Dieses Beispiel soll zeigen, wie die spektroskopische Messung
wegleitend sein kann, falls in der Sdule mehrere Pigmentkompo-
nenten zu einer gemeinsamen Zone sich vereinigt haben. 40 mg
Farbstoff wurden in 25 cm® Benzol - 75 cm® Benzin gelést und
durch CaCO; (15 X 10 cm) gesaugt. Nach dem Entwickeln mit
21 Solventgemisch hat man die einheitliche, 100 mm hohe Farb-
scheibe willkiirlich in 5 Abschnitte zerteilt, deren Polyen das folgende
Spektrum zeigte:

Oben: 502, 472 yu (in Schwefelkohlenstoff gemessen),

502, 469 0 (” ” » )s
504, 471 uu (n ) ” )}
507, 474 1J4 (” ” ” )’
unten: 508, 475 o0 (n ’ ” )'

Das Methanol-eluat der beiden oberen Bezirke wurde unter
Benzin mit Wasser ausgeféillt und der Farbstoff, wie beschrieben,
nochmals chromatographiert:

Oben: 501, 474 uu (CS,),

501,5, 470 uu,
501,5, 469 uu,
501, 469 up,

unten: 500,5, 468 pu.

Man sieht, daB das Lutein (508, 475uu) bereits entfernt
ist. Der Farbstoff aus der 2. bis 5. Zone wurde wie oben an-
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gegeben gefillt und aus Methanol umkrystallisiert. Ausbeute:
8 mg Taraxanthin. Zur weiteren Priiffung der Einheitlichkeit
diente wieder die Chromatographie; mit Ausnahme einer belang-
losen oberen Zone (500, 473 uu) war das Praparat nun einheitlich
(vier empirisch gewéhlte Bezirke: 501, 468,5 uu, in CS,).

Isolierung der Paprika-farbstoffe.

Als Beispiel dafiir, wie man einen verwickelt zusammengesetzten
Naturstoff mit Hilfe mehrerer Ausfithrungsformen der Chromato-
graphie studieren kann, deren Ergebnisse sich gegenseitig ergénzen
und kontrollieren, sei die Aufteilung des Capsicum-annuum-
Pigments beschrieben. Es wurden vier Wege befolgt (ZECEMEISTER
und CHOLNOKY 2):
a) Beziiglich der Chromatographie von Rohkrystallisaten des
Capsanthins sei, was Einzelheiten betrifft, auf das Original ver-
wiesen ; dieser Arbeitsgang erbrachte die Isolierung von Capsanthin,
Capsorubin, Zeaxanthin und Lutein.
Ohne Anwendung der Adsorptionsanalyse kommt man zwar zu
schon aussehenden und scheinbar einheitlichen Capsanthin-Priparaten,
die aber in Schwefelkohlenstoff, auf Calciumcarbonat z. B. das fol-
gende Bild zeigen (links Dicke der Zonen in mm):
7 rotbraun } nicht krystallisierbar,
3 rot wohl autoxydiert,

2 dunkelviolett: Capsorubin,

3 kanariengelb: unbekannt,

8 violettrot: Capsanthin,

1 gelb

1 violett

1 gelb unbekannt,

1 dunkelviolett

4 zitronengelb

9 orangegelb: Xanthophylle,

3 hellrosa: unbekannt.

b) Adsorptionsanalyse von verseiften Gesamtextrakten. 200 g
Paprikahdute wurden mit 1,51 leichtem Petrolather perkoliert
und der Auszug, nach dem Uberfiihren in Ather,.mit methanoli-
schem Kali verseift. Der 'Abdampfriickstand des alkalifrei
gewaschenen Athers lieferte in CS,, auf CaCO,; (10 Rohre) das
folgende Bild:

5 Dbraun,

20 rotlichbraun,
0,2 gelber Strich,
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5 violett: Capsorubin,
5 kanariengelb (in CS,: 508, 476 uu; in Ather mit HCI blau),
20 violett: Capsanthin,
fiinf verschiedenfarbige, dunne Striche,
5 orangegelb: Zeaxanthin,
0,2 violett,
10 orangegelb: Kryptoxanthin,
im Filtrat: Carotin.

Das Herauslosen mit alkoholhaltigem Ather, Verdampfen und
Umbkrystallisieren ergab aus den zehn entsprechenden Zonen:
150 mg reines Capsanthin und 18 mg Zeaxanthin. Die zehn Capso-
rubinschichten wurden ebenso behandelt, hur muBte man das
Endprodukt noch einmal in CS, aufnehmen und auf CaCO, unter-
teilen: jetzt bildete das Capsorubin die Hauptzone und war ledig-
lich von einem diinnen Capsanthin-Strich, der tiefer lag, begleitet.
Es wurde eluiert, in Ather iibergefithrt und nach dem Abdampfen
aus CS,umkrystallisiert. Auch der Farbstoffinhalt der Kryptoxan-
thin-Zonen mufite ein zweites Mal, aus Benzin chromatographiert
werden, wozu CaCOg diente (grob:fein = 10:1). Die Haupt-
menge des Kryptoxanthins blieb als eine sehr breite, gelborange
Zone hingen, dariiber sah man etwas Zeaxanthin, tief unten ein
wenig Carotin. Nach der Elution des Mittelteiles wurde eine
dritte Adsorption vorgenommen (CaCOj 7:3) und das nach der
Verwerfung der Grenzbezirke gewonnene Eluat in Benzol iiber-
gefiihrt. Wird diese Losung ofters mit destilliertem Wasser ge-
schiittelt, auf 2 cm? eingedampft und mit 10 cm3 Methanol ver-
setzt, so erscheinen 20 mg Kryptoxanthin.

¢) Chromatographie des nativen Farbwachses, mit nachfolgender
Verseifung einzelner Komponenten. Das frische, fleischige Aus-
gangsmaterial wurde unter CO,, in Alkohol entwissert, getrocknet,
vermahlen und das Pulver (20 g) mit 500 cm® Benzin (Siedep.
70—80°) bei 50° erschépft. Chromatogramm auf. CaCO, (/,fein;
drei Rohre):

Finf dimne Striche: wohl Oxydationsprodukte,

2 gelb,

5 violett .
25 heller violett } Ester des Capsorubins,

20 dunkelviolettrot: Capsanthinester-gemisch,
2 hellgelb: unbekannt,

vier zwirndiinne Striche,

Filtrat: rotlichgelb.
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Die Grenzlinie zwischen fixierten und durchgelassenen Pigment-
anteilen liegt bei dieser Ausfithrungsform der Analyse ganz anders-
wo als bisher, indem der Hauptanteil der Zeaxanthin-ester in das
Filtrat gelangt und dort von dem Lutein- und Kryptoxanthin-
Farbwachs, nebst Carotin begleitet wird.

Die hingen gebliebenen Hauptzonen wurden mit sprithaltigem
Petroldther eluiert. Aus der 20-mm-Scheibe lie sich ein krystalli-
siertes Gemisch von Capsanthin-estern erhalten, das von Alkali
in ein schénes Capsanthin-Priparat verwandelt wird, aus welchem
chromatographisch nur noch ein wenig Zeaxanthin herauszuholen
war. Der Farbstoffinhalt der 5 + 25-mm-Zonen war nicht deutlich
krystallinisch, er lieferte jedoch nach erfolgter Verseifung wohl-
krystallisiertes Capsorubin. — Das durch die Séule gelaufene, rét-
lichgelbe Filtrat wurde ebenfalls alkalisch behandelt und dann
fiir sich chromatographiert (CaCOj, CS,):

10 gelb: unbekannt,
20 orangegelb: Zeaxanthin,
30 orangegelb: Kryptoxanthin.

Die beiden letzten Komponenten krystallisieren leicht. Durch
die Sidule ging hier nur der Polyen-kohlenwasserstoff-Anteil,
welcher, nachdem im Calciumbhydroxyd-Chromatogramm (Benzin)
eine Spur unbekannten Farbstoffes entfernt wurde, krystallisiertes
B-Carotin liefert.

d) Chromatographie von verseiftem und re-esterifiziertem
Polyenwachs. Wihrend bei der Aufteilung des nativen Farb-
wachses das Bild dadurch verwickelt werden kann, daf derselbe
Polyen-alkohol mit verschiedenen Fettsiuren verkniipft vorliegt,
erlangt man gewisse priparative Vorteile, wenn, nach erfolgter
Freilegung der Hydroxyle, von neuem eine Veresterung des ge-
samten Materials, aber jetzt mit einer einheitlichen Saure, durch-
gefithrt wird. Erst dann schreitet man zur Chromatographie und
gelangt leicht zu guten Praparaten. Die in der Siule beobachtete
Reihenfolge der Carotinoide ist von der Wahl der angewandten
Fettsdure unabhéngig.

Eine Losung, von 400 mg synthetisch aus Rohcapsanthin
bereitetem Caprinatgemisch in 800 cm® Benzin lieferte auf
CaCOj, das folgende Chromatogramm, nachdem mit Benzin reich-
lich nachentwickelt wurde (8 Rohre):



122 Natiirliche Farbstoffe.

8 blaustichig rosa: Capsorubin-caprinat,
5 kanariengelb: unbekannt,

60 brdaunlichrot: Capsanthin-caprinat,

10 braun: unbekannt,

10 zitronengelb: Zeaxanthin-caprinat.

Die Hauptzone wurde nochmals ebenso chromatographiert: es
zeigte sich ein sprunghafter Fortschritt, indem keine Spur Zea-
xanthinester mehr zugegen war. Nun hat man den Farbstoff mit
methanolhaltigem Benzol eluiert und die ausgewaschene Losung
im Vakuum auf ein kleines Volumen gebracht. Nach Zusatz von
4 Raumteilen abs. Methanols krystallisierten innerhalb eines Tages
240 mg Capsanthin-dicaprinat aus. Schmelzp. 109° (korr.).

Quantitative Bestimmung der Paprika-farbstoffe
(CrOLNOKY 3).

Auf einem analytischen Glastrichter (Schott und Gen., Jena,
Durchmesser 5 cm) wird ein kleiner Wattebausch festgedriickt,
auf welchen 1-—3 g mehlfein gemahlene Paprikahaut geschichtet
wird. Man extrahiert die Farbstoffe durch &fteres Aufgieen von
je 5 cm? heiBem Benzin (Siedep.60—80°), insgesamt etwa 200 cm3,
und wartet in jedem Falle 5 Minuten, bevor die ndchste Portion
des Losungsmittels eingefiihrt wird. Lauft die Fliissigkeit nach
10 Minuten Warten und AufgieBen von frischem Benzin farblos
ab, so ist die Extraktion beendet. Zur Chromatographie fiillt man
ein Rohr (20 X 4,5cm) mit zwei Adsorbenzien: die untere Hilfte
mit Calciumhydroxyd, die obere mit Calciumcarbonat (Y/;fein,
vgl. S. 44). Nachwaschen mit 500—700 cm® Benzin, bis die
folgende Aufteilung schon sichtbar wird (Abb. 56, S. 292):

Mehrere braune und gelbe, haardiinne Striche,

5 rot,

5 rot: Capsorubin-ester,

mehrere gelbe und rote Striche, auf CaCO,;

30 rot: Capsanthin-ester,

10 rotbraun,

1 gelb,

5 orangegelb: Zeaxanthin-ester,

2 zitronengelb,

5 orangegelb: Kryptoxanthin-ester,
2 zitronengelb,

1/, orangegelb: y-Carotin (?),

10 orangegelb: B-Carotin,

1/, ockergelb: «-Carotin,

2 zitronengelb.

‘auf Ca(OH),.
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Man zerschneidet die Siule (die .Carotine bleiben zusam-
men), eluiert mit sprithaltigem Benzin, wéscht den Alkohol weg,
verdiinnt entsprechend und colorimetriert gegen Azobenzol (S.113).
Die Capsorubinwerte schwanken um 10—209%,, sonst ist das
Ergebnis recht genau.

Isolierung von Lyeoxanthin C,,H;;0H und Lyeophyll C,,H;,(0H),
neben viel Lycopin C,H;,.

17 kg frische Solanum-dulcamara-Beeren (Bittersii8) wurden
in 200-g-Anteilen mit Seesand zu einer diinnen Paste verrieben,
die man absaugt und zweimal mit Alkohol auf der Nutsche ab-
deckt. Nun folgt die Extraktion mit peroxydfreiem Ather, bis
dieser farblos tropft. Die schwachgefirbten Ausziige sind weiter
verwendbar (Gesamtbedarf 151 Ather). Man wischt die ver-
einigten Extrakte spritfrei, verjagt den Ather (Vakuum, N,),
dampft den Riickstand zweimal mit Benzol ebenso ab, nimmt ihn
in 31 warmem Benzol auf und filtriert nach dem Erkalten von
etwas Harz (ein Verseifen ist tberflissig). Das Chromatogramm
(30 Rohre mit je 20 X 5,5 cm Calciumhydroxyd) wird mit viel
Benzol entwickelt, jedoch nur so lange, bis zwischen dem Lycopin
und den héher liegenden Farbschichten eine breite weile Zone
entstanden ist. Scharfe Trennung aller Bestandteile ist hier noch
unndtig.
braun: Autoxydiertes (ohne Spektrum),
tiefbraun: Autoxydiertes (ohne Spektrum),
rot: Lycophyll (503, 473, 444 uu, in Hexan),
braun: nicht krystallisierbar,
rot: Lycoxanthin (503, 473, 444 uu),
gelblichrot: unbekannt (494, 461, 433 yu; Rubixanthin ?),

10 gelb: nicht gepriift,

100 rot: Liycopin (503, 473, 444 uu),

10 gelblichrot (493, 462, 432 uu, y-Carotin 1),

hellgelbes Filtrat.

Die drei roten Farbstoffe wurden einzeln herausgeschnitten
und mit Benzol 4+ Methanol (3:1) auf Glasnutschen eluiert.
Dies gelang leicht, mit Ausnahme des Lycophylls, von welchem
die Hilfte im Kalk verblieben ist. Die Eluate wurden filtriert,
gewaschen, getrocknet. Es war nétig, das rohe Lycophyll noch
dreimal, das Lycoxanthin zweimal, das Lycopin einmal zu chro-
matographieren, bis sich Homogenitdt einstellte. Zum Schlusse

DO 00 DO QT D W
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geniigen fiir die beiden ersteren 1 bzw. 3 Rohre. Man verdampft
die benzolischen Endeluate nach dem Waschen und Trocknen
vollig, 16st den Rest in wenig heilem Benzol, setzt abs. Methanol
hinzu und erhélt rote Nadelchen. Ausbeute 920 mg Lycopin, 125 mg
Lycoxanthin (Schmelzp. 1689 korr.) und 9 mg Lycophyll (Schmelz-
punkt 1799), namlich: 77, 61 bzw. 139, der in den Beeren colori-
metrisch bestimmten Mengen (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 6).

Isolierung von Fucoxanthin CyH;0¢ aus Braunalgen
(HELBrRON und PHIPERS).

50 kg frisches, zerhacktes Material (Fucus vesiculosus) wurden
zweimal !/,—/, Stunde lang in je 501 40proz. Aceton eingelegt
(béufig umrithren). Man saugt ab und entfernt die schleimige
Fliissigkeit durch scharfes Abpressen. Nun wurde das fein zer-
mahlene Material unter gelegentlichem Riihren 24 Stunden mit
Holzgeist ausgezogen. Den filtrierten Extrakt (401) haben die
Autoren, nach dem Verdiinnen mit 101 Wasser, mit Petroldther
(Siedep. 40—60°) erschopft (Extrakt ,,A). Nach dem Zusatz
von 1 Raumteil Wasser wurde nun die zuriickgebliebene alko-
holische Unterschicht ausgedthert, der Ather gewaschen, ent-
wiassert, auf 21 eingeengt und schlieBlich durch Destillation mit
1 Raumteil Benzol vollends getrocknet.

Zur Chromatographie der Benzollosung (3 1) dienten 15 Rohre
(50 X 5 cm), welche mit teilweise desaktiviertem (S.43) Alu-
miniumoxyd gefiillt waren!. Entwickeln mit Benzol -4 Petrol-
dther 1:1, zum Schlusse Auswaschen mit Petrolither (Siede-
punkt 40—60°). Es erschienen drei Zonen:

Oben: tief olivgriin (verindertes Chlorophyll),

crimsonrot (enthélt das Fucoxanthin),

unten: orange (Zersetzungsprodukte -4 wenig Fucoxanthin).

Die Mittelschicht wurde mit Methanol eluiert, die tiefrote
Losung mit 1 Vol. Wasser versetzt und zur Fernhaltung des Luft-
sauerstoffes mit einer diinnen Lage von Petrolather iiberschichtet.
Der in der Grenzzone beim Stehen langsam ausgeschiedene,
halbkrystallinische Farbstoff lie§ sich nach dem Absaugen im
Vakuum iiber Natriumsulfat trocknen und aus Ather - Petrol-
dther umscheiden. Aggregate, aus tief orangeroten Nadeln be-

1 Allzu aktives Adsorbens vereitelt die Trennung der Bezirke.
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stehend, Schmelzp. 166—168° (unkorr.), Schwerpunkte in CS,: 510,
477, 445 yp. Ausbeute 1—1,5 g Fucoxanthin; identisch mit dem
Praparat von WILLSTATTER und PAGE.

Aus der untersten Zone wurde das Pigment in Petroldther iiber-
gefiihrt und auf Fullererde aufgeteilt. Man erhielt zwei Komponenten :
die eine idgntisch mit Fucoxanthin (2 mg), die andere, nichtkrystalli-
sierbar, vislleicht ,sf-Fucoxanthin®‘.

Aus getrocknetem, altem Ausgangsmaterial konnte kein Fucoxan-
thin erhalten werden, sondern 2 g Zeaxanthig.

Der Extrakt ,,A“ wurde unter Stickstoff auf 31 eingedampft
und diese Petrolatherlosung in 12 Anteilen, auf partiell desakti-
viertem Aluminiumoxyd chromatographiert:

Oben: tief olivgriin (verdndertes Chlorophyll),

rotlichbraun (Pektine, Fucosterin, Fucoxanthin),
crimsonrot (Fucosterin, Fucoxanthin),
weille Zwischenzone,
bldulichgrin (Chlorophyll a),
weille Zwischenzone,
unten: gelb (Hentriakontan, Terpene, f-Carotin).

Nachweis und Isolierung von Bakterien-carotinoiden.

Einschligige, meist qualitative Beobachtungen stammen von
PETTER (1, 2), CHARGAFF (1, 2), CHARGAFF und LEDERER; GAF-
FRON (1, 2), vaN NIEL und SMITH; SCHNEIDER; §. auch FISCHER
und HASENKAMP 1; SIEDEL, GRUNDMANN und TAKEDA; Zusam-
menfassendes: WILLSTAEDT 2; vgl. Tabelle 12, S. 135.

Am weitesten sind die Untersuchungen von KARRER und
SoLMsseN (1, 2, 3, 6) gediehen, welche nachstehend referiert
werden (s. auch KARRER, SoLMSSEN und KOENIG sowie SOLMSSEN).

Aus Thiocystis-bakterien, die zu den roten Schwefelbakterien
gehoéren, konnte etwas Lycopin (oder sehr dhnliches), ferner Rhodo-

violascin abgeschieden werden. Das Chromatogramm der restlichen
Carotinoide gleicht weitgehend dem Rhodovibrio-Pigment (s. unten).

Zu Grofversuchen diente eine Zucht von Rhodovibrio-bakterien
(1200 1 reife Nahrlosung ; Angaben iiber die Ziichtung im Original),
welche vielleicht auch kleine Mengen des Bact. chromaticum
enthielt.

Die mit Sprit verriebene und genutschte Bakterienmasse wurde

im Soxhlet mit CS, erschépft, der tiefrote Auszug im Vakuum
verdampft und sein Riickstand mit Ligroin 4 Methanol auf-
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genommen. Durch Zusatz von wenig Wasser wurde entmischt,
wobei Bacterio-chlorophyll nach unten, das Polyen nach oben
geht. Mit beiden getrennten Schichten wiederholt man 6fters die
Entmischung, wischt dann die obere Phase und verdampft sie
zur Trockene. Beim Entmischen fielen an der Grenzzone rote
Krystalle aus, die gesondert in heiBem Benzol gelést wurden. Die
letztere Losung dient dazu, auch den erwdhnten Trockenriick-
stand der Ligroinlésung aufzunehmen. Die so gewonnene Fliissig-
keit iiberfiihrt man zweckméiBig in Ampullen, wo man sie im
Vakuum verdampft; der Riickstand wird bis zur Weiterarbeit
zugeschmolzen. Man behandelt die letztere Substanz mit Petrol-
dther, welcher einen Teil mit braunschwarzer Firbung 16st und
rohes Rhodoviolascin C,;gH;,(OCH,), zuriicklat (aus Benzol zwei-
mal umkrystallisiert: 20 mg; 573, 534, 496 uu, in CS,).

Die Petrolitherlosung wurde auf Calciumhydroxyd aufgeteilt
und mit demselben Solvent entwickelt. Das erste Chromatogramm
ergibt folgende Schichtung (die Pfeile bedeuten weitere Reini-
gungsoperationen, die opt. Schwerpunkte beziehen sich auf CS,):

Oben: braun > Rhodovibrin 556, 517 uu,
rotbraun —> Rhodopin 547, 508 uu,
lachsrot - Rhodoviolascin 573, 534 uu,
rot — - Rhodopurpurin 550, 511 upu,
dunkelgelb —> f-Carotin (?) 521, 485 uu,

unten: hellgelb —~> Flavorhodin 502, 472 uu.

Das Rhodopin wurde mittels Petroldther - Methanol, eventuell
unter Benzolzusatz, eluiert, die Fliissigkeit gewaschen und ein-
gedampft. Umkrystallisieren aus Ligroin + wenig Benzol, dann
aus abs. Alkohol. Das Rhodopin mufl durch wiederholte Ad-
sorption auf Ca(OH), gereinigt werden (Entwickeln mit Petrol-
dther + Benzol 1:1 oder 1:2). Trennt man selbst eine sehr
weitgehend gereinigte Rhodopinzone willkiirlich in drei gleiche
Teile, so liefert das oberste Drittel Rhodovibrin (Krystalldrusen,
Schmelzp. 168°), wihrend das unterste Drittel die Rhodopin-
fraktion ergibt. Durch wiederholtes Chromatographieren erhielten
Karrer, SoLMssEN und KoENig schlieBlich reines Rhodopin,
Schmelzp. 171°.

Das Rhodopurpurin wurde aus der betreffenden Zone durch
Eluieren, Uberfilhren in Petrolither und Einengen erhalten.
Nadeln, Schmelzp. 161—162°.
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B. Beispiele fiir die Verarbeitung von tierischen
Carotinoiden.

(Vgl. auch die Tabellen 13, S. 138 und 14, S. 140 sowie die
Monographie von ZECHMEISTER 6).

Bestimmung des Lipochroms in der menschlichen Leber.

Das frische, gehackte und durch wiederholtes Einlegen in
Weingeist entwisserte Material gibt iiber Nacht seine Carotinoide
groBtenteils an kalten Ather ab; der Rest wird der getrockneten
und gemahlenen Masse mit dem gleichen Solvent leicht entzogen.
Man verseift die Losung zweimal mit konz. methylalkoholischem
Kali je 16—20 Stunden, unter Stickstoff, wischt gut aus und
lést den Abdampfriickstand der getrockneten Atherschicht in
Benzin. Nun folgt eine Entmischung mit Methanol, worauf die
hypophasischen Bestandteile mit Hilfe von Wasser gleichfalls in
Benzin iibergefiihrt werden. Die beiden Benzinlésungen lassen sich
in der Calciumhydroxyd-Séule aufteilen, die Einzelringe werden
mit holzgeisthaltigem Ather eluiert. Den Abdampfriickstand des
getrockneten Athers.nimmt man jeweils in Benzin auf und ver-
gleicht seine Farbstirke mit Azobenzol (S. 113).

Der epiphasische Anteil zerfillt meist in zwei Ringe: oben
Lycopin, darunter Carotin; auch das Chromatogramm des Hypo-
phasischen ist im wesentlichen zweischichtig: oben Xanthophyll,
unten unbekannte Zersetzungsprodukte. Eine spektroskopische
Kontrolle wird erleichtert, wenn man die betreffende Farbschicht
nochmals chromatographiert, die Bander werden dann schérfer
sichtbar. Gefunden z. B.: 1,6 mg Carotin, je 0,5 mg Lycopin
bzw. Xanthophyll und 0,05 mg unbekanntes Polyen pro Kilo-
gramm Frischleber (ZEcEMEISTER und Tuzson 9).

Jiingst haben WiLLSTAEDT und LINDQUIST durch Aufteilung
in einer Aluminiumoxyd-Séule, nach einer grundsétzlich &hnlichen
Methodik, Carotin, Lycopin, Zeaxanthin und Xanthophyll (viel-
leicht auch Violaxanthin) in der menschlichen Leber ermittelt.
Daneben fanden sich unbekannte, farbige Komponenten vor
(Abbauprodukte von Polyenen).

Chromatographie des Blutserum-lipochroms.

Im Blutserum zahlreicher Tiere sind Carotinoide enthalten,
welche, nach Freilegung aus einer Paarung mit Eiwei}, adsorptions-
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Tabelle 13. Beispiele fiir die Chromatographie von Polyenen
des menschlichen Organismus.

Rohstoff | Isoliert (nachgewiesen) | Adsorbens | “osgne™ Literatur

Blut- (Liycopin, Carotin, | Ca(OH), | Benzin | DANIEL und

serum Xanthophylle) ScHEFF; DANIEL
und BERES

Blut- (Carotine, Xan- AlL,O; | Benzin | SULLMANN, Szk-

serum thophylle) CSENYI-NAGY

und VERZAR

Blut- (Carotin, Lycopin,| Al,O, | Benzin | WILLSTAEDT und

serum Zeaxanthin, un- LiNDQuUiIsT
bekannte Xan-
thophylle)

Blut- (Carotine, Krypto- ALO Petrol- | vaN VEEN und

serum xanthin) 2-'3 #dther LANZING

Blut- (p-Carotin, Xan- ALO Benzin | WILLSTAEDT und

serum thophylle) 2¥8 |+ Benzoll WitH (1)

. (p-Carotin, Xan- Benzin | WILLSTAEDT und

Milch thophylle) AlOq + Benzol| WitH (2)

Leber | (Carotin), (Lyco- |Ca(OH),| Benzin | ZECHMEISTER und
pin), (Xantho- Tuzson (9)
phyll)

Leber (Carotin, Lycopin,| Al,O; | Benzin | WILLSTAEDT und
Zeaxanthin, Lu- LINDQUIST
tein, Violaxan-
thin)

Depot- | f-Carotin (Lyco- | Ca(OH),| Benzin | ZECHMEISTER und
fett pin, Capsanthin, Tuzsox (8)
Xanthophyll)
Pla- (Xanthophylle, CaCO; | Benzin .| KUuHN und BROCK-

centa Xanthophyll- MANN (3)
ester, Carotin)

Faeces | (Carotin, Xantho-| Al,0; | Benzin | vAN EEKELEN und

phyll)

PANNEVIS

analytisch aufgeteilt und bestimmt werden konnen. Die &ltesten,

wichtigen Versuche

dieser Art stammen von PALMER und

EckrLEs und betreffen das zirkulierende Lipochrom der Kuh, in
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welchem GILLaM und EL Ripi (1, 2) neben viel Carotin auch etwas
Lutein und Kryptoxanthin (sowie Vitamin A) feststellten. Im
Pferdeserum wurde vorwiegend Carotin chromatographisch nach-
gewiesen, nebst farbigen Abbauprodukten der Nahrungspolyene
(ZEcEMEISTER und Tuzsox 10).

Aufteilung der menschlichen Blutserum-carotinoide. Die in der
Literatur zuweilen vorgenommene Auswertung des dtherloslichen
Serumfarbstoffes als ,,Carotin ist nach neueren Untersuchungen
auch hier unrichtig (DANIEL und ScHEFF; DANIEL und BE%RES).
Vielmehr muf mit dem Gesamtpolyen eine Entmischung und,
namentlich wenn das farbkriftige Lycopin von der Diét nicht
ausgeschlossen war, auch die Chromatographie vorgenommen
werden, da sonst die Provitamin-A-Werte viel zu hoch ausfallen.
31 menschliches Blutserum wurden mit 1 Raumteil Alkohol geféllt
und der abzentrifugierte Niederschlag mit peroxydfreiem Ather
erschopft. Man verseifte den Extrakt mit methanolischem Kali
wihrend 2 Tage, unter N, und entmischte das in Benzin iiber-
gefiihrte Pigment mit 90proz. Holzgeist. Das Epiphasische wurde,
nach dem Ausfrieren von viel Cholesterin, auf Calciumhydroxyd
chromatographiert, mit nachfolgender Mikrocolorimetrie der Be-
standteile.

Oben: gelblichbraun: unbekannt (0,3 mg,als,,Carotin‘‘berechnet),
rosafarbig: Lycopin (0,15 mg),
hellgelb: unbekannt (0,08 mg),

unten: orangegelb: 8- (und x-) Carotin (0,28 mg).

Der hypophasische Anteil enthielt 0,84 mg ,,Lutein®.

Es folgt aus diesen Angaben, daB, falls bei klinischen Unter-
suchungen nur eine, zur Adsorptionsanalyse unzureichende Blut-
menge verfiighar ist, genaue Carotinwerte nicht ermittelt werden
konnen.

Nach WLLSTAEDT und LINDQUIST geniigt hierzu 140—250 cm3?
Blutserum. Diese Autoren dampfen die Atherextrakte im N,-Strom
ein, nehmen den sterinreichen Riickstand in Petrolither auf und
schiitteln die Losung mit 90proz. Methanol aus. Die Chromato-
graphie beider Fraktionen wird aus Benzin 4 Benzol auf Alu-
miniumoxyd vorgenommen. Elution und Mikrocolorimetrie der
abgetrennten Komponenten, wie iiblich.

Im epiphasischen Anteil wurde Carotin (Menge etwa wie
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oben verzeichnet), eventuell auch Lycopin gefunden. Zwischen
den beiden Schichten liegen noch zwei unbekannte Abbau-
produkte und bilden je einen rosafarbigen bzw. braungelben
Ring (in Petrolither 498, 468, 442 bzw. 478, 459 uu). Die voll-
stindige Trennung gelingt hier erst bei wiederholter Chromato-
graphie, nach energischem Entwickeln mit Benzol - Benzin (4:1).
Im hypophasischen Anteil wurden regelmifBig Zeaxanthin und
Xanthophyll ermittelt.

Die chromatographische Bestimmung der Serum-carotinoide neben

Bilirubin s. unter Gallenfarbstoffe (S.105; SULLMANN, SzECSENYI-
NAGY und VERZAR).

Isolierung von Carotin aus Pferdefett.

2 kg zerhacktes Material wurden in eine Losung von 500 g
KOH in 31 96proz. Alkohol gelegt und 15 Minuten auf 50° er-
warmt. Man versetzt die klare, 25° warme Losung mit 8 1 Ather
und dann anteilsweise, vorsichtig mit Wasser, gerade bis sich die
Schichten trennen. Die abgelassene untere Phase wird behutsam,
ohne stark zu schwenken, mit Ather extrahiert und der Auszug
zur dtherischen Hauptlosung gefiigt, worauf man dieselbe einen
Tag iiber konz. methanolischem Kali stehen 148t. Nun wurde das
Pigment mit Wasser wieder in Ather getrieben, der letztere alkali-
frei gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und verdampft. Man ver-
teilt den Riickstand zwischen Petrolither (Siedep. 30—60°) und
ebensoviel 90proz. Methanol, wobei die Hauptmenge des Farb-
stoffes sich epiphasisch verhalt.

Die gewaschene und getrocknete Petrolitherlésung wurde nun
auf Calciumhydroxyd (18 X 4 cm) chromatographiert. In der
oberen Hilfte der Siule hdufen sich farblose Begleiter an; der
Farbstoff dringt beim Nachwaschen mit Benzin tiefer vor und
beginnt, nachdem die halbe Hohe passiert ist, in zwei Farbringe
zu zerfallen. Oben: 10 mm dick, orangegelb, f-Carotin; tiefer:
5 mm, zitronengelb, x-Carotin. Man eluiert die Hauptschicht mit
methanolhaltigem Ather, wischt, trocknet und dampft ab. Der
Riickstand lieferte, aus 0,3 cm® Benzol und einigen Kubikzenti-
metern Methanol umgeschieden, 3 mg wohlkrystallisiertes f-Ca-
rotin = 259, der im Fett colorimetrisch ermittelten Menge (ZECH-
MEISTER und Tuzson 4).
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Carotin und Xanthophyll (Lutein) aus Pferdemist.

2 kg frisches Material wurden 3 Stunden unter 31 5proz.
alkoholischem Kali stehen .gelassen, koliert, mit Alkohol ge-
waschen und mit 3 1 Ather griindlich nachextrahiert. Den aus dem
Alkali in Ather getriebenen Farbstoff hat man mit dem Ather-
auszug vereinigt und dessen Abdampfriickstand mehrmals
zwischen a) Benzin und b) 90proz. Methanol verteilt.

a) Die Benzinlosung wurde zweimal auf Ca(OH), chromato-
graphiert. Abgesehen von etwas x-Carotin, erschien eine breite,
gelbe Zone, aus der sich das f-Carotin mit methanolhaltigem
Ather eluieren lieB. Zum Abdampfriickstand des Eluates fiigte man
etwas Benzol, dann Holzgeist und wenig abs. Alkohol. Von Sterin-
fraktionen wurde nun filtriert und das Carotin im Eisschrank
zum Krystallisieren gebracht (Ausbeute 8,6 mg).

b) Die Polyen-alkohole fiihrt man aus der Methanolschicht in
C8, iiber und gieBt die Losung auf CaCO,;. Der Hauptanteil
bildete einen tief-orangegelben Bezirk, mit dem die Chromato-
graphie wiederholt wurde. Man eluiert wie oben, nimmt den
Trockenriickstand des Athers in 1 cm® Chloroform auf und setzt
viel Petrolather hinzu. Uber Nacht, bei 0°, schieden sich 32 mg
Xanthophyll aus. Man lost das krystallinische Praparat in viel
heiBem Methanol, filtriert bei 20° von farblosen Begleitern, reinigt
den Farbstoff erforderlichenfalls in der Carbonat-Siule und schei-
det ihn schlieBlich aus Chloroform und Petroldther um. Ausbeuten
50—609,, des colorimetrisch ermittelten Betrages (ZECHMEISTER
und Tuzsox 5).

Isolierung von Actinio-erythrin aus Aectinia equina
(FABRE und LEDERER).

Bei der nachfolgenden Vorschrift handelt es sich um die Ab-
scheidung eines tierischen Polyens mit Esterstruktur. Legt man
die zerhackten Tiere (rote Varietit) wiederholt in Aceton ein, so
entsteht eine rotviolette Fliissigkeit, deren Pigment mit Wasser
in Petrolather iibergefiihrt wird. Nun schiittelt man die Lésung
mit Wasser, dann mit 90proz. Methylalkohol (bleibt farblos) und
wischt mit Wasser den Alkoholgehalt weg. Von den im Eis-
schrank beim Stehen sich abgeschiedenen Wassertrépfchen wird
dekantiert und die Losung auf eine Calciumcarbonat-Siule ge-
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gossen. Der oben sichtbare, rotviolette Bezirk wandert beim
Nachwaschen mit Petrolither langsam nach unten und zerfillt
zugleich in drei Schichten. Man eluiert die Hauptzone mit
methanolhaltigem Petrolither (1:100), filtriert, dampft im
Vakuum ein und nimmt den dunklen, mikrokrystallinischen Riick-
stand in abs. Alkohol auf. Nach dem Zutropfen von Wasser bis
zur beginnenden Triibung, scheidet die Fliissigkeit im Eisschrank
violettgraue Nadeln ab. Ausbeute aus 30 Tieren: 1,5 mg Actinio-
erythrin, etwa 309, des Farbstoffgehaltes.

Tiefseeschlamm- und Meerwasser-carotinoide
(teilweise wohl pflanzlichen Ursprungs; Fox 3).

Rund 200 g feinsten Schlammes aus 2000 m Tiefe wurden mit
Methanol ausgezogen und entmischt. Die verseifte, epiphasische
Fraktion zeigte in der Ca(OH),-Sdule hauptsichlich x- und /-
Carotin an, wihrend aus dem Hypophasischen ein mit Lutein
wahrscheinlich identisches Polyen auf CaCO, festgehalten wurde.
Auch das beim Filtrieren von 40001 Seewasser durch Baum-
wolle gewonnene Material war zu orientierenden Adsorptionsver-
suchen geeignet. Hier deutet das Verhalten gegen CaCO; auf die
Anwesenheit von Farbwachs.

Trennung von Carotinoiden und Vitamin A: S. 234.

C. Beispiele fiir die Verarbeitung von kiinstlichen Um-
wandlungsprodukten der Carotinoide.

(Vgl. auch Tabelle 15, S. 148.)
Trennung von Carotin und Isocarotin.

Das unbekannt konstituierte Kunstprodukt Isocarotin C,,H,,
(Literaturzusammenstellung bei ZrCHMEISTER 1, dort S. 147),
welches z. B. durch Jodieren und Regenerieren mit Thiosulfat aus
dem natiirlichen Carotin entsteht, kann nach KuvEN und LEDERER
(4) von g-Carotin in einer aus 1 Teil Fasertonerde und 2—4 Teilen
ALOg(Merck) bereiteten Sdule getrennt werden (Benzin). Das
Isocarotin zeigt die stidrkere Adsorbierbarkeit und verhilt sich dem
Lycopin recht &hnlich, wéhrend f-Carotin eine tiefere Lage ein-
nimmt.
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Darstellung von Neo-lycopin, Trennung von Lycopin.

Untersucht man eine aus reinen Lycopinkrystallen frisch be-
reitete Benzollosung auf Calciumhydroxyd, so besteht das Chro-
matogramm aus einer breiten, einheitlichen, rosafarbigen Scheibe,
die héchstens von Spuren anderer Polyene begleitet wird. Werden
jedoch z. B. 35 mg Lycopin in 50 cm® Benzol gelost und eine halbe
Stunde in einem Kolben mit angeschliffenem RiickfluBkiihler ge-
kocht, so bildet sich reichlich Neo-lycopin. Man kiihlt die Losung
ab, versetzt sie mit etwa 25 cm?® Benzin, chromatographiert auf
Ca(OH), und entwickelt mit Benzin--Benzol (1: 3), bis die unterhalb
der Lycopinzone gebildete braunlichgelbe Schicht des Neo-lycopins
durch einen weiBlen Zwischenraum abgetrennt ist. Die Menge des
neuen Farbstoffs betragt 50—559%, des Ausgangsmaterials (Schwer-
punktein CS, 536,498, 466 yu, in Benzol 512, 479, 450 uu, in Benzin
499,5, 468, 439 yu; 0,0032 mg in 1 cm® Benzin ist farbgleich mit
einer Losung von 14,5 mg Azobenzol in 100 cm3 Alkohol). Eluiert
man die Neo-lycopinzone mit alkoholhaltigem Benzin, wascht und
trocknet die Flissigkeit, 148t sie stehen und gieBit sie auf eine
Kolonne, so erscheint wieder Lycopin oberhalb des Isomeren
(Zecameister und Tuzsow 16, 17, Abb. 66—67, S. 296).

B-Carotin-monoxyd (EvrEr, KARRER und WALKER).
Eine Lésung von 0,536 g Carotin in 100 cm® Chloroform wurde
mit etwa 5cm?® Benzopersiurelosung (= 0,166g akt. O) versetzt
und 36 Stunden im Dunkeln stehenge-
CH,  CH, lassen. Nun hat man die briunlichrot ge-

\C/ wordene Fliissigkeit zweimal mit sehr ver-
AN dinntem Bicarbonat geschiittelt, durch
?Hz (f;(())H: e mehrere Faltenfilter gegossen (Trocknung)
éHz C—CH, und im Vakuum abgedampft. Man nimmt
AV den Riickstand mit Benzol auf, versetzt
Wahrscgegﬁches Bingsgstem die Flﬁs§igkeit mit Methanol l?is zur
des A-Carotin-monoxyds.  ersten Triibung, saugt die abgeschiedenen

Krystalle nach zwolfstiindigem Stehen bei
00 ab, wéscht mit Methanol nach, 16st in 50 em3 Petrolither
und chromatographiert auf Fasertonerde:
Oben: 10 rotlichgelb, nicht krystallisierbar,
45 gelb, Carotinmonoxyd,
unten: 25 lachsrot (wenig Isocarotin? 542, 503, 472 uu, in CS,),
gelbrot, auswaschbar (Filtrat).
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Die 45-mm-Zone wurde mit 90proz. Methanol eluiert, ihr
Farbstoff in Petroldther iibergefithrt und der Abdampfriickstand
des letzteren aus Benzol + Methanol, dann mehrmals aus Petrol-
ather umkrystallisiert. Ausbeute 30—70 mg Carotinoxyd C,H;¢O,
Schmelzp. 160—161°; Extinctionsmaxima in CS,: 486, 456,

(427) pu.

Darstellung von B-Oxycarotin, B-Carotinon und Semi-g-carotinon
aus f-Carotin
(Kuax und BRrROCEMANN 6, 10, 13, 14; Formeln: S. 33).

Man 16st 3 g Carotin in Portionen von 50 mg in je 15 cm3 Ben-
zol, verdiinnt mit 25 cm® Eisessig und versetzt mit 3 cm? 0,1ln-
Chromséure, tropfenweise, unter starkem Riihren. Nach Zusatz
von 1 Vol. Benzin (Siedep. 70—80°), giefit man die Fliissigkeit
in Wasser, wischt die Oberschicht aus, trocknet und bringt die
Losung (Benzol + Benzin 1:1) auf Al,O; (Merck, nach Brock-
MANN). Durch Entwickeln mit reinem Benzol wurde das fol-
gende Chromatogramm erhalten (60 Rohre):

Oben: braunrot (472, 443, 423 uu, in Benzin),
rotviolett (502, 470, 446 uu): f-Carotinon,
gelbrot (478, 448, 420 uu): f-Oxy-carotin,
rotviolett (502, 470, 446 pu): Semi-f-carotinon, gelb (453,
425 pu),
unten: Filtrat: unverdndertes Carotin.

Man eluiert die Hauptzonen einzeln mit methanolhaltigem
Benzol, wischt aus, dampft ab und krystallisiert das erhaltene
B-Carotinon (110 mg) aus Benzol und Benzin, das §-Oxycarotin
(285 mg) aus Benzol + Methanol, schlieflich das Semi-g-caro-
tinon (nach nochmaliger Chromatographie 240mg) aus Methanol
um. Vom Filtrat lieBen sich 500 mg f-Carotin zuriickgewinnen.

Lycopinal aus Lyeopin (KUEN und GRUNDMANN 2).

Eine Lésung von 100 mg Farbstoff in 70 em? reinstem Benzol
wurde mit 100 cm® FKisessig (iiber KMnO, dest.) und dann,
Tropfen fir Tropfen, unter energischem Riihren mit 11,2 cm?
0,1n-Chromséure versetzt. Man entmischt mit 200 cm® Benzin
(Siedep. 70 bis 80°) und 0,51 doppelt destilliertem Wasser,
wiascht die Benzinschicht sdurefrei und schiittelt sie zehnmal
mit je 20cm?® 90proz. Methanol. Nach dem wiederholten
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Lycopinal.

Natiirliche Farbstoffe.

Waschen wird auf 1 Teil Fasertonerde -
4 Teilen Al,O4 chromatographiert. Das Lyco-
pinal Cg,H ;0 bleibt vollstindig héngen.
Man wischt die Siule mit Benzin nach,
eluiert mit Chloroform, das 109, abs. Alko-
hol enthélt, engt die Losung rasch auf etwa
1 cm? ein, figt 10 cm® 96proz. Alkohol zu,
kocht die Fliissigkeit auf und stellt sie in
den Eisschrank. Ausbeute 25—309, der
Theorie. Nach dem Umkrystallisieren aus
wenig Benzol +abs. Alkohol, Schmelzp.
147° (korr., evakuiert).

Es wurden aufBlerdem Methyl-heptenon
(CH,;),C=CH(CH,), - CO-CH; (als p-Nitro-
phenylhydrazon) sowie Hentriakontan Cg,Hg,
aus dem Filtrat gewonnen; das letztere war
ein natirlicher Begleiter des Roh-lycopins.

Lycopinal-oxtm Cz,H,;ON. 30 mg Lyco-
pinal in 10cm® Benzol, dazu 2 cm?® einer
alkoholischen Lésung von rund 60 mg freiem
Hydroxylamin. Nach viertelstiindigem Er-
wirmen auf dem Wasserbad verdinnt man
mit Benzin (Siedep. 70—80°) auf 11, wischt
das tuberschussige NH,OH mit Wasser weg
und teilt die Lésung in der Calciumcarbonat-
Séule auf (reinst, geféllt, Merck), wobei das
Oxim festgehalten wird. Entwickeln mit Ben-
zin, Eluieren mit Chloroform + Alkohol (9:1).
Nach dem Einengen wird das Priparat aus
96proz. Alkohol umkrystallisiert. Ertrag
10 mg, Schmelzp. 198° (korr., evakuiert).

Uberfiihrung von Rhodoxanthin C,H;,0,

in Zeaxanthin C;oH;;0, (KARRER und

SoLmssEN 4) (Strukturformeln auf S. 31,
32 und 159).

Man bereitet. zunichst, nach KuHN und
BROCKMANN (9) das Dihydro-rhodozanthin
CyoH;520,: 46 mg Farbstoff werden in 10 cm®
reinstem Pyridin gelost, mit 3 cm?® Eisessig
versetzt. Man gibt in die 50° warme Lésung

0,5 g Zinkstaub, worauf sofort durch ein weites Filter abgesogen
wird. Der Zusatz von 15cm?® Benzin scheidet goldgelbe, glén-
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zende Blattchen ab (Ausbeute 659,), welche,
aus Benzol 4+ Methanol umkrystallisiert, bei
219° schmelzen. &)

65 mg Dihydro-rhodoxanthin wurden in »>O Ny >O
15 cm® Benzol gelost und mit 20 cm?® abs.
Isopropylalkohol, dann mit 2g Aluminium-
isopropylat versetzt, hierauf 24 Stunden
gekocht (100-cm3-Rundkolben; hohe Frak-
tioniersdule mit Drahtspirale; Temperatur
am oberen Ende, von wo ein absteigender
Kiihler ausgeht, hochstens 40°; trockener
N,-Strom). Man zersetzt das iiberschiissige
Isopropylat durch Erwérmen mit 20 cm®
10proz. KOH, treibt den Farbstoff in Ather,
wiascht, trocknet, dampft ab. Der Riick-
stand lieferte in Benzol, auf Ca(OH), das
folgende Chromatogramm :

Oben: gelborange (510, 480 uu, in CS,),

gelb,

gelb (uneinheitlich),
unten: gelborange (515, 485 uu).

CH—CH=C—CH=CH—C
b,

C—CH=

CH,

-CH—CH

Die unterste Scheibe, welche die Haupt-
menge des Pigments enthielt, wurde mit
Benzol + Methanol eluiert. Man wischt
mit Wasser, dampft im Vakuum ein und
krystallisiert den Trockenrest aus Methyl-
alkohol um. Ausbeute 8 mg Zeaxanthin,
Schmelzp. 204—205° (unkorr.); Extink-
tionsmaxima in CS, 518, 483 uu.

“H
Dihydro-rhodoxanthin.

:CH—(E:CH
CH,

CH—CH

ba,

D. Beispiele fiir die Mikro-chromato-
graphie von Carotinoiden.

Mit Hilfe der auf S.67 abgebildeten
Apparatur haben WiLLstaepT und Wit .7
(1) die Trennung und teils die Bestimmung ©
von einigen Polyenen untersucht. Es hat m”>o<
sich herausgestellt, dal bei Gesamtmengen, ©
die unter 30y liegen, nur eine grobe )
Schitzung mdoglich ist. Geht man von

=CH—C
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30—150 y Farbstoff aus, so betriagt der unvermeidliche Fehler
etwa 20—50%,. Die grofiten Verluste treten bei stark ad-
sorbierbaren Polyenen auf. Die Benzinlésung wird durch einen
Trichter oder mit einer Pasteurpipette eingebracht; zum Ent-
wickeln dienen geeignete Gemische von Benzol 4 Benzin. Man
eluliert mit Methanol, wéscht den Alkohol weg, saugt die Losung
durch eine kleine Glassinternutsche, die mit wasserfreiem Natrium-
sulfat bedeckt ist, wéischt das letztere nach und fiillt die Losung
in einem MeBkolbchen auf. Die Colorimetrie geschah im Stufen-
photometer Zeil (Schichtdicke 0,5 cm, Filter S 43).

Trennung von Xanthophyll und Lycopin. MafBle der Siule:
10 X 1 cem; ALQ,, reinst, wasserfrei. Angewandt ein kiinstliches
Gemisch von 33 y Xanthophyll + 36y Lycopin. Nach Entwick-
lung mit Benzin +- Benzol (1:4) bildete das Xanthophyll ganz
oben eine 1 em breite Scheibe, etwa 5 cm tiefer sah man den Bezirk
des Lycopins, gegen 0,5 cm breit. Die colorimetrische Bestimmung
zeigte 15,8 y bzw. 28 y Farbstoff an, die Verluste betragen also
53%, des Xanthophylls und 22%, des Lycopins.

Trennung von Xanthophyll und B-Carotin. Adsorptionsrohr
und Fiillung wie oben; angewandt 24,5y Xanthophyll und 20,5 y
Carotin, mit Benzin + Benzol (1: 1) entwickelt. Oben blieb die
1 cm breite Xanthophyllzone, 5 cm tiefer die 2 cm breite Carotin-
schicht hingen. Wiedergefunden: je 13y Farbstoff, in Verlust
geraten: 459, des Polyenalkohols und 309%, des Kohlenwasser-
stoffes. :

Trennung von Lycopin und (-Carotin. Verfahren, wis soeben
beschrieben. Der Versuch a wurde mit Al,O; reinst, wasserfrei,
b mit standardisiertem Aluminiumoxyd durchgefiihrt:

a) Angewandt 43,7y, wiedergefunden 37,4 y Lycopin, Verlust 149,

' 38,4y, ' 36,2y p-Carotin, . 69%.
b) Angewandt 58,4 y, . 49,3 y Lycopin, . 179%,
2 38’4 Vs ” 35’6 Y ﬁ-C&I‘OtiIl, 2 7%'

Mit der Mikro-chromatographie von Blutserum-Polyenen haben
sich auch VAN VEEN und LANZING beschéftigt.

Anhang: Synthetische Polyene.

KuaN und GRUNDMANN (7—9) haben die Chromatographie
z. B. in den folgenden Fillen angewandt.
a) Zur Reinigung des aus Oxalsidureester und Octatriensdure-
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methylester erhaltenen, rohen Oxalo-octatrien-carbonsdure-didthyl-
esters C1,H,405 wurde das rote O, in Ather + Benzol gelost, auf
Calciumcarbonat puriss. Merck gegossen und mit Ather 4 Benzol
(1: 1) gewaschen. Zahlreiche miBfarbene Begleiter blieben héngen,
wihrend das Filtrat, im Vakuum verdampft, einen orangegelben,
bereits groBtenteils krystallinischen Riickstand hinterlie3, der aus
80proz. Methanol umkrystallisiert werden konnte.

b) 36,6 g Octatrienal + 30 g Crotonaldehyd + 1 cm? Piperidin
puriss. Merck + 1 cm? Eisessig werden im evakuierten Kdélbchen
bei 15—20° 18 Stunden aufbewahrt. Man nimmt die erstarrte
Masse mit 1,51 Ather auf, saugt von Flocken ab und wischt die
hellrote Losung griindlich mit Wasser. Nach dem Trocknen
(CaCly) wird sie auf Al,0, gegossen (25 X 7 cm) und mit Ather ent-
wickelt. Nach einem Vorlauf von Octatrienal wandert das ge-
bildete Dodecapentaen-(2,4,6,8,10)-al-(1) CH, . (CH=CH),.CHO
als unscharf begrenzte, orangegelbe Zone ins Filtrat, wihrend in
den oberen zwei Dritteln der Séule braune bis rote Kondensations-
produkte hingen bleiben. Die Lésung hinterld8t beim Abdampfen
ein bereits krystallisiertes Dodecapentaneal-priparat vom
Schmelzp. 1559 (rein: 166°).

¢) 90 mg Des-dihydro-crocetin-didthylester wurden in 20 cm3
Pyridin gel6st und 0,5 cm3 10proz. Natriuméthylatlésung zuge-
geben (Farbumschlag in Tiefblau). Beim Schiitteln an der Luft
hellt sich die Farbe in einigen Minuten nach Rot wieder auf. Nun
verdiinnt man mit 200 cm3 Chloroform, wischt mehrmals mit
2 n-Schwefelsdure und Wasser und gieit die getrocknete Losung
auf ALO,; (10 X 2,5 cm).

Beim Entwickeln mit Chloroform wandert der gebildete Des-
crocetin-didgthylester C,H,00C . (CH= CH), . COOC,H; als orange-
gelbe Zone langsam in das Filtrat; Nebenprodukte bleiben ganz
oben héngen. Man verdampft im Vakuum, krystallisiert aus 10 cm3
Eisessig und gewinnt metallglinzende Blittchen; Schmelzp. 217°.

d) Ozalo-polyensiuren HOOC . CO . CH, . (CH=CH), . COOH
wurden in Form ihrer Didthylester von GRUNDMANN aus Ather-
l6sung auf Calciumcarbonat gereinigt. Das Hauptprodukt sickert
durch, wihrend eine schmale, schmutzigbraune Zone im Adsorbens
hingen bleibt.

Kumulene. Als ,,Kumulene‘ werden von KuvaN und WALLEN-
FELS Kunstprodukte bezeichnet, in denen sich eine gréBere Anzahl

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 11
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von Kohlenstoff-doppelbindungen in ununterbrochener Folge an-
einanderreiht. Das hierher gehérende 1,1,6,6-Tetraphenyl-hexa-
pentaen (CeH;);C=C=0=C=C=C(C¢H;); wurde aus dem
entsprechenden Tetraphenyl-hexa-diin-(2,4)-diol-(1,6) und Phos-
phordijodid bereitet. Die orangefarbigen Krystalle sahen einheit-
lich aus, schmolzen aber unscharf zwischen 110° und 125°. 8 g Roh-
produkt in 500 cm? Benzol wurden auf Al,O4 (20 X 5 cm) gegossen.
Das Kumulen wanderte ins Filtrat, das einen tiefroten Abdampf-
riickstand hinterld8t, wahrend sémtliche farblosen Begleiter adsor-
biert wurden. Umscheiden aus Eisessig + Chloroform, Schmelzp.
3029 (nach Sinterung).

6. Naphtochinon- und Anthrachinonfarbstoffe.

a) Der in die Chinizarinreihe gehorende Pilzfarbstoff Boletol
(aus Boletus satanas oder B. badius) wurde von K6cL und Dxr1ss
synthetisch erhalten und von dem begleitenden Isoboletol chro-
matographisch getrennt. Welches der beiden nachstehenden Sym-
bole dem natiirlichen Boletol und welches dem Isomeren zukommt,
ist noch ungewiB3; jedenfalls bedingt der méaBige Unterschied in
dem Molekiilbau eine namhafte Verschiebung der Adsorptions-
affinitat.

OH O COOH OH O
ol u’\ o
\' \)\/\/
H O (l)H (”) (|]OOH

Boletol und Isoboletol.

Nachdem die Chinizarin-x-carbonsgure mit Hilfe von Blei-
tetraacetat zum entsprechenden Dichinon dehydriert wurde, hat
man 100 mg Rohprodukt mit 8 cm® Acetanhydrid und einigen
Tropfen konz. Schwefelsdure 10 Minuten gekocht (Eintritt von
2 Acetyl- sowie 1 Acetoxy-Gruppe in den Kern) und das Filtrat
vom Bleisulfat vorsichtig mit Wasser versetzt. Die entstandene
gelbbraune Fallung wurde mit 5proz. alkoholischem Kali !/, Stunde
am Wasserbad erwirmt, nach dem Anséuern ausgeédthert und die
alkoholische Lésung des Abdampfriickstandes auf kauflichem
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Al,0; (35 X 2 cm) chromatographiert; Entwickeln nacheinander
mit Alkohol, Benzol und Xylol.

Oben: breit, rotbraun: enthélt Hauptmenge der Boletole,
gelbbraun: enthélt wenig Boletole,

gelbgriin,
dunkel blaBgriin, Begleiter.
unten: grau,

Die Elution erfolgt hier jeweils mit 1proz. KOH, worauf man
die Losung ansduert und auséthert. Die beiden oberen Fraktionen
wurden vereinigt, erneut chromatographiert, dabei mit Alkohol,
Aceton und schliefilich mit 50proz. Aceton nachentwickelt. Es
entstanden zwei leicht trennbare Ringe, deren Pigmentinhalt wie
soeben beschrieben sich isolieren lieB3.

Uber Dichlor-chinizarinchinon s. bei CRIEGEE.

b) Auch in der Reihe des Chrysarobins 148t sich die Chromato-
graphie verwenden. Nach LEDERER (Privatmitteilung) erhdlt man
reine Farbstoffe auf Calciumcarbonat oder Magnesiumoxyd aus
Benzollésung verhiltnismaBig leicht, die Priparate erwiesen sich
jedoch als Gemische, z. B. von Chrysophanol (Chrysophansiure)
Cy5H,00, mit einem seiner Monomethyldther, welche an den ge-
nannten Adsorbentien zunéchst sich nicht trennen lassen.

Die Farbstoffe der Wandflechte Xanthoria
parietina sind der Methode gleichfalls zu- OHO OH
génglich (Hauptfarbstoff Parietin). /l\ /"\/K

¢) Alkannin. Dieses aus Alkanna tinctoria l S I
gewonnene Naphtochinonderivat C;¢H,,0; N
wird von dem Nebenfarbstoff Alkannan i

C,6H150, (3-Isohexyl-naphtazarin) begleitet, o
das von BROCKMANN (2) bei der in Benzin auf Chrysophanol

) . . (1,8-Dioxy-3-methyl«
Kieselgur ausgefiihrten Adsorptionsanalyse anthrachinon).

vorgefunden wurde. Entwickelt man mit Ben-
zin, so bildet sich eine hellrote Zone unterhalb der roten Haupt-
schicht aus. Man eluiert mit methanolhaltigem Benzin, wieder-
holt den Adsorptionsversuch, dampft das Eluat ein und
krystallisiert die Riickstdinde aus 80proz. Methylalkohol um.
Mengenverhéltnis Alkannan : Alkannin = 1: 1900.

Nach der katalytischen Hydrierung von Alkannin-methylither
mit 2 H, lieB sich das in Benzin gelste Reaktionsprodukt im

u*
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CH, CH, Wege einer Filtration durch die CaCOj;-
OHO \C/ Séule reinigen, wobei Begleiter als
/| k \\\CH rotviolette Zone hingen blieben. Die
‘/ Y I | Hauptmenge des Farbstoffes wurde

ol CHOH dem TFiltrat mit n-Natron ent-
\/\/ \\ / (b) zogen. Man schiittelt diese Losung

OH O (a)
Alkannin

(moglicherweise steht CHOH

mehrmals mit Benzol, treibt nach
dem Ansiuern (Essigsdure) den Farb-

bel a und CH, bei b). stoff durch Wasserzusatz in Benzol,

wiischt, verdampft im Vakuum zur

Trockne und filtriert die Benzinlosung des Riickstandes durch
eine Sdule von CaCO;. Der Abdampfrest des Filtrats liefert beim

O
)
AN\ e,

| om

O
Phtiocol.

-

Uml6sen aus verdiinntem Methanol rote Trépf-
chen, im Eisschrank Nadelchen, Schmelzp. 50
bis 510,

d) Phtiocol. Das aus hitze-getiteten Tuberkel-
bazillen erhiltliche, acetonlosliche Fett besitzt
eine dunkelbraune Farbe, die teilweise von
Phtiocol herrithrt. Das letztere wird aus
Benzol an AlL,O; (nach BROOKMANN) adsor-

biert und kann daraus durch Wasser, Alkohol oder verdiinntem
Alkali herausgelost werden (WAGNER-JAUREGG).

CH,0H 7. Flavine (Lyochrome).
Bei der Isolierung von Flavin
HO—&——H aus pflanzlichen und tierischen
é Organen dienten zur Anreiche-
HO—C—H rung des Pigments éfters Adsorp-

CHS—C
[ I
CH,—C c

| tionsmethoden, jedoch nicht in
CH,

der von TSWETT vorgeschlagenen

\\ /N}? N \ Form. Als Beispiele seien u. a.

die Arbeiten von ELLINGER und
é 1\|IH KoscHARA, von KUHN, GYORGY

N /\N/\CO S und WAGNER-JAUREGG (1—3),

Lactoflavin (Vitamin Bj,).

von KuaN, WAGNER-JAUREGG
und KavrscemirT (Adsorbens

Fullererde), von KARRER, Sar.oMoN und ScuOPP (Bleisulfid, Fran-
konit), von KaRrRER und ScHOPP (3), von GREENE und BrLACkK
angefiihrt. KARRER und ScuOPP (3) sowie EULER, KARRER,
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AprEr und MALMBERG reinigen ihre Priaparate schlieSlich chro-
matographisch, nach der Uberfithrung in die Acetate, welche dann
auf einer Aluminiumoxyd-Séule aus Benzol festgehalten werden.
Elution mit Methanol -+ Benzol.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daf die Flavine ent-
weder in waBriger Losung, in nativem Zustand chromatographiert
werden konnen, oder aber nimmt man eine Acylierung vor und
arbeitet dann in wasserfreiem Medium. Beide Ausfiihrungsformen
werden nachfolgend mit Beispielen belegt.

Isolierung von Tetraacetyl-lactoflavin aus Heu.

KuaN und KavrscemirT haben die umstéindliche Gewinnung
des Flavins aus 103 kg Heumehl (kalifornische Luzerne) folgen-
dermaflen ausgefiihrt.

Das mit Hilfe anderer Methoden recht weitgehend vorge-
reinigte und acetylierte Rohprodukt wurde in trockenes Chloro-
form getrieben, das 100 mg Farbstoff enthielt. Den braunen Ab-
dampfrest des Chloroforms 16ste man in alkoholfreiem Essigester,
goll die Fliissigkeit auf eine Al,0,-Sdule (standardisiert nach
BroCEMANN) und entwickelte das Chromatogramm mit dem er-
wihnten Solvent. Die lebhaft gelbe Hauptzone lie8 sich mit Essig-
ester - Methanol (4:1) eluieren. Man wiederholt den Adsorp-
tionsversuch mit dem Abdampfriickstand des Eluates und beob-
achtet als Ergebnis, daf das Pigment in zwei Komponenten zer-
fallt. :
Die obere Scheibe wurde mit Wasser ausgezogen und das Eluat
mehrmals mit Essigester durchgeschiittelt, wobei das Wasser viel
Farbstoff, ndmlich verseiftes Flavinacetat zuriickhilt. Man ver-*
einigt die Essigesterausziige mit dem aus der unteren Scheibe er-
haltenen Acetyl-flavin: Dieser untere Farbring wurde mit Essig-
ester + Methanol (4 : 1) eluiert, die Losung im Vakuum verdampft
und der hellgelbe Riickstand (30 mg) zweimal aus abs. Alkohol,
sodann zweimal aus Wasser umkrystallisiert. Der entsprechende
Bezirk des zweiten Chromatogramms lieferte weitere 17 mg Acetat.
Gelbe Prismen, Schmelzp. 2359 (Zersetzung).

Nach -einem adhnlichen Verfahren lie§ sich acetyliertes Lacto-
flavin auch aus der SiiBwasseralge Cladophora sauteri isolieren:
HEenBrON, PARRY und PHIPERS.
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Noch nicht ndher gekennzeichnete, im Quarzlicht lebhaft fluores-
zierende Bestandteile von Bldttern wurden von STRAIN (2) chromato-
graphisch nachgewiesen (LoOsungsmittel: Petrolither, Adsorbens:
Magnesiumoxyd -+ Siliciumerde).

er ein noch nicht aufgeklirtes, flavinartiges Pigment, dessen
Eigenschaften teils an Pterine erinnern, hat GIRAL berichtet. Der
Farbstoff kommt in fluorescierenden Mikroorganismen vor (Bacillus
pyocyaneus GESS., B. fluorescens liquefaciens PI1ORK., B. putidus) und
wird von akviver Kohle sehr gut, von Frankonit KL gut, von
Aluminiumoxyd unregelméBig adsorbiert. Eluentien : aus Kohle 30proz.
Aceton, aus Frankonit 80—90proz. Pyridin, aus Al,O,: Kohlensédure.
Fluorescenz in NHj; blaugriin, in Mineralsiure intensiv violett.
Chromatographisch trennbarer Begleiter: ein roter, blau fluoreszieren-
der Farbstoff, vielleicht identisch mit Pyorubin.

Eine blau fluoreszierende Substanz, deren Zusammenhang mit
dem Lactoflavin ebenfalls noch unklar ist, haben EULER und BRANDT
(1, 2) aus dem Corpus luteum erhalten. Man extrahiert das Material
mit Aceton, hierauf mit 70proz. Aceton, dampft die Lésung auf !/, ein
und reinigt sie durch Ausschiitteln mit Ather, dann mit Chloroform.
Die Chromatographie wurde aus Wasser auf Frankonit vorgenommen
und lieferte vier Schichten. Beim Entwickeln mit schwachem Alkali
(pr = 9) wandert die blau fluoreszierende Substanz in das gelbe
Filtrat.

Synthetische Flavine.

KuveN und WEyeaND (1) haben die bei der Synthese des
6,7-Dimethyl-9-n-amyl-flavins auftretenden Nebenprodukte folgend
ausgeschaltet: Trockenes 1,2-Dimethyl-4-amino-5-[n-amyl-amino]-
benzol wurde in Eisessig gel6st, mit iiberschiissigem Alloxan ver-
setzt und einige Minuten gekocht. Nach dem Verdiinnen mit
Wasser extrahiert man das Flavin vollkommen mit Chloroform,
trocknet und verdampft den Auszug. Das Rohprodukt wird mit
Aluminiumoxyd verrieben und das Gemisch in den Oberteil einer
Al,04-Sduje eingestampft. Beim AufgieBen von Xylol 4+ Methanol
lassen sich die Begleiter rasch auswaschen, wihrend das Flavin
nur langsam abwirts wandert.

Reinigung von synthetisch bereitetem 6,7-Dimethyl-flavin-9-
essigsiure-methylester: KuaN und Rupy (Chloroform, Aluminium-
oxyd-Séule, Elution mit Chloroform + Methanol 10: 1). Ahnlich
verlief die Reinigung von 6,7-Tetramethylen-9-l-araboflavin-tetra-
acetat. Beim Entwickeln mit Chloroform wandert das Flavin von
der AlLO,;-Séule in das Filtrat, dunkle Nebenprodukte werden
zuriickgehalten. Nach dem Verdampfen und zweimaligem Um-
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krystallisieren aus 15proz. Alkohol: orangegelbe Sterne, Schmelzp.
243°. Dies Verfahren ist auch auf 6,7-Trimethylen-9-l-araboflavin-
tetraacetat anwendbar, das schlieBlich aus Wasser umkrystallisiert
wird (Kuny, VETTER und RzEPPA).

Zwischenprodukte von Flavinsynthesen: S. 198.

Die Flavine (Lyochrome) des Harnes (KoscHARA 1—3).

a) Darstellung von Uroflavin aus Minnerharn. Das ,,Uro-
flavin“‘, das in den meisten Eigenschaften mit dem Lactoflavin
iibereinstimmt, besteht etwa hélftig aus Lactoflavin und einem
O-reicheren Lyochrom. Es wurde aus 5000 1 Harn isoliert:

Anreicherung. Die Vorschrift fiir die einleitenden Operationen
ist S. 174, unter ,,Uropterin® abgedruckt, bis zum Absaugen
der sog. Purinfraktion (1,2 kg). Das Filtrat wird mit 121 einer
Losung, enthaltend 600 g Bleiacetat und 420g Bleihydroxyd, ge-
fallt. Nach dem Absitzen tiber Nacht wird abgehebert und der Nie-
derschlag genutscht. Man vermengt das Filtrat mit 1,21 10proz.
Bleizucker und sittigt es mit H,S. Nach dem Absitzen wird ge-
hebert, das PbS abfiltriert und mit wenig Wasser nachgewaschen.
Man eluiert es mit insgesamt 501 eines heillen Gemisches von
Wasser -+ Pyridin -+ Eisessig (9:1:0,2), dampft im Vakuum auf
81 ein, dthert 24 Stunden aus, filtriert von einer geringen Fillung
und bringt die wéBrige Losung auf 4,2 1. Dieses Konzentrat ent-
hielt 700 mg Lyochrome (etwa 100 mg sind abgefallen).

Die chromatographische Isolierung geschieht in zwei Stufen, auf
Floridin-Bleicherde XXF. Im ersten Chromatogramm (Flavin
oben festgehalten) wird zunéchst das Aquoflavin (S. 168, b) mit
dem Waschwasser abgetrennt und dann das Lyochromgemisch mit
Methanol + Pyridin + Wasser (3:1:1) eluiert (stark geférbte
Verunreinigungen bleiben in der Erde zuriick). Bei einem zweiten
Chromatogramm entfernt intensives Waschen weitere Begleitfarb-
stoffe, worauf die Lyochrome mit Methanol -+ Pyridin -+ Wasser
abermals entwickelt werden. Nachdem die Hauptmenge des Farb-
stoffes eluiert worden, krystallisiert aus dieser Fraktion nach dem
Einengen das Uroflavin aus und wird zweimal aus n-Essigsdure
umgeschieden. Feine Nadelchen, Ausbeute 220 mg.

In der Séule verbleiben zwei Farbscheiben (,,drittes‘ und ,,viertes*

Harnlyochrom), die mit 5proz. Pyridin gemeinsam entwickelt und in
einem weiteren Chromatogramm sich scheiden lassen.
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Reinigungsversuche. In Wasser konnte chromatographisch ein
blau fluoreszierender Farbstoff abgetrennt werden, doch sind die
Ergebnisse noch nicht endgiltig. Man verwendet hier am besten
die grober disperse Bleicherde X8, da an XXF (anders als bei Roh-
l6sungen) ein Farbstoffanteil allzu fest haftet und Fraktionierung
vortduschen kénnte.

Zusammenfassend sei festgestellt dall die Saule die Anwesen-
heit von vier Farbstoffen verraten hat:

Oben: ,,drittes’* Harnlyochrom }

,viertes® Harnlyochrom
Uroflavin (Gemisch; 959, der Gesamtlyochrome),
unten: Aquoflavin, schon mit Wasser auswaschbar.

b) Aquoflavin und Lumi-aquoflavin (KoscHarRA 2). Das
Aquoﬂabin wird, wie erwahnt, mit Wasser von der Bleicherde ab-
gelost. Man engt ein, versetzt mit !/; Vol. 2n-Schwefelsiure und
adsorbiert nochmals. Waschen mit Wasser entfernt zuerst Be-
gleiter und entwickelt dann langsam die gelbrot fluoreszierende
Aquoflavinzone. Braune Farbstoffe bleiben im Adsorbens zuriick.

10 cm® Aquoflavinlésung (1,3 mg Farbstoff) wurden mit 2 cm?
2n-NaOH versetzt und in einer Petrischale auf weiBem Grund mit
der 75-Watt-Metallfadenlampe bestrahlt (Abstand 10 cm, Dauer
55 Minuten). Man gibt 4 cm3 der Schwefelséure zu, schiittelt mit
Chloroform aus, befreit die walirige Losung im Vakuum von CHCI,-
Resten und chromatographiert sie auf Bleicherde XXF (2,8 x
X 2 cm). Das Lumi-aquoflavin wird ganz oben fixiert und 1iBt
sich, im Gegensatz zum Aquoflavin, mit Wasser nicht entwickeln.
Elution mit 5proz. wélirigem Pyridin.

¢) Quantitative Bestimmung der Flavine (Lyochrome) im Harn
(KOSCHARA 3).

250 cm® Harn werden unter Zusatz von Octylalkohol im Va-
kuum auf 50 cm? eingeengt, mit 0,5 cm3 konz. HCI versetzt und
ohne Riicksicht auf eine Fallung chromatographiert (4 X 2 cm
Bleicherde XS, mit Sidure vorbehandelt). Man wischt die Saule
mit 20 cm® 0,In-HCl, eluiert mit Wasser + Pyridin + Eisessig
(9:1:0,2), bisdasFiltrat farblos abtropft, welches dann im Vakuum,
zum SchluB unter Zusatz von Bariumcarbonat, eingeengt wird.
Nun wird filtriert und die Lésung (20 cm3) mit 5 Tropfen Eisessig
angesduert. Man kiihlt in Eis, setzt 6 Tropfen kaltgesittigtes Per-
manganat zu und zerstért den Permanganatiiberschul 1 Minute
spater mit 1 Tropfen 3proz. H,0,.
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Nach dieser Bleiche gibt sich das Lyochrom durch griine
Fluorescenz im Quarzlicht zu erkennen. (Fluoresziert die Losung
rein blau, so ist eine weitere Reinigung zwecklos, da dann der
Flavingehalt unter 10 y-9, liegt.) Nun folgt wieder eine Adsorption
an Bleicherde XS (2 cm hoch). Man wéscht mit Wasser, trennt
mit 2proz. willrigem Pyridin einen blau fluoreszierenden Anteil ab,
eluiert die Flavine mit Methanol 4 Pyridin 4+ Wasser (3:1:1)
und kontrolliert die Vollstindigkeit der Elution mit Pyridin 4
Essigsdure-Gemischen. Schlieflich engt man das Eluat auf 5 cm?
ein und mift es im Stufenphotometer.

Das Verfahren ist auch auf andere Flissigkeiten anwendbar.
Bestimmung in Harn-Konzentraten (4,21 aus 5000 1) s. bei
KosCcHARA (3).
8. Pterine.

Die Pterine bilden eine besondere, u. a. in den Insekten weit
verbreitete Farbstoffgruppe, deren Vertreter, im Hinblick auf den
hohen Stickstoffgehalt, eine pyrimidin- oder purinartige Struktur
besitzen werden (Definition: WIELAND und ScuOPF; ScHOPF und
BeckERr). Die nachstehenden Angaben iiber die Chromato-
graphie von Insekten-, namentlich von Schmetterling-pterinen
stammen aus der umfangreichen Arbeit von ScHOPF und
BECKER sowie von BECKER und ScEOPF. Die chromatographische
Isolierung von Uropterin aus Menschenharn wird nach Ko-
SCHARA (5) auf S.174 beschrieben.

Das Adsorptionsverhalten der wichtigsten Pterintypen (wahr-
scheinlich Gemische) ergibt das folgende Bild:

Erythropterin wird aus sehr verdiinntem, wéifrigem oder me-
thanolischem n/250-HCIl viel besser adsorbiert als Xanthopterin
C;9H;506N ;¢ und bleibt als schmale Zone hingen, wahrend das Xan-
thopterin aus wiBrigem HCI nur sehr schwach, aus methanolischem
etwas stirker festgehalten wird. Man kann (vorteilhaft im Mikro-
adsorptionsrohr, S.67) Xanthopterinpriaparate in walriger Salz-
siure auf Erythropterin, sowie Erythropterin in methanolischem
HCl auf Xanthopterin priifen (Al,O;). Im ersteren Fall bleibt
das Erythropterin oben hingen (rote Farbe, im Quarzlicht dunkel-
samtbraun leuchtend), im zweiten Fall erblickt man unterhalb des
roten Erythropterins das Xanthopterin als schmale, gelbe Zone
(Fluorescenz gelbgriin). Adsorbiert man aus schwach saurer
Lésung, so werden im Al,O; beide Farbstoffe allméhlich zerstort:
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der Xanthopterinring wird beim Entwickeln mit wiBrigem oder
methanolischem HCl immer schwicher und verschwindet schlief3-
lich; der Durchlauf zeigt blaue Fluorescenz.

Betreffend Erythropterin und Xanthopterin seien noch die fol-
genden Einzelheiten der erwdhnten Arbeit von SCHOPF und BECKER
entnomimen.

An Al,O; und Floridin XXF wurde Erythropterin aus stark ver-
dinnten Loésungen in n/250—mn/500-HCl, an Frankonit aus Essig-
siure + Natriumacetat adsorbiert; man eluiert aus Aluminiumoxyd
mit 0,56n-NH,, sonst mit 4proz. Pyridinwasser. Auf Frankonit KL
zeigt Erythropterin in Essigsdure +Natriumacetat scheinbare Hetero-
genitiit, welche vielleicht von der Uneinheitlichkeit des Adsorp-
tionsmittels hervorgerufen wird.

Xanthopterin. Aus wiBriger Losung wird es bei neutraler oder
schwach saurer Reaktion von Al,O,, Frankonit KL oder Floridin XXF
gebunden; bei etwas stdrkerer Aciditét wandert es rasch durch das
Aluminiumoxyd. Von gereinigtem Floridin (8. 50) wird das Xantho-
‘pterin wie Erythropterin aus n/250—n/500-HCl aufgenommen.
Frankonit KL bindet es aus essigsauren oder neutralen Medien zu
einem sehr konzentrierten Adsorbat an der oberen Endfldche der Séule.
Nach dem Waschen mit Wasser eluiert es 0,5 n-NH, glatt. — Ad-
sorption aus absolut-methanolischer Losung: Auf Aluminiumoxyd
wird Xanthopterin aus seiner Lésung in 0,01proz. methanolischem
Chlorwasserstoff gut festgehalten, es blaB3t jedoch in einer hohen
Séule beim lange fortgesetzten Entwickeln allméhlich aus. An Barium-
sulfat wird Xanthopterin aus methanolischem Pyridin nicht fixiert,
in Gegensatz zu Erythropterin.

Das Chrysopterin wird von Aluminiumoxyd aus n/250-Salz-
siure (in der es, wie in 0,5 n-Essigsdure, violettblau fluoresziert)
stirker festgehalten als Xanthopterin, und zwar mit gelbgriiner
Fluorescenz. Bei der Adsorption aus methanolischem HCI besteht
kein so charakteristischer Unterschied. Das farblose und nicht
fluoreszierende Guanopterin laBt sich, wie Xanthopterin, aus
schwach saurer, verdiinnt-wéafriger Lésung auf Frankonit KL fest-
halten und wird von 0,5 n-Ammoniak eluiert.

Weitere, zahlreiche Einzelheiten betreffend Adsorptionsverhalten
s. im Original.

Darstellung von Roh-xanthopterin aus Appias nero (eine
Pieride aus Java). Die Fliigel von 2000 Tieren (32,2 g) wurden
mit Ather entfettet, mit Alkohol vorbehandelt, mit Ammoniak
ausgezogen und die Losungen mit Salzsdure fraktioniert (Naheres
im Original). Ein Teil des Farbstoffes gelangte in salzsaure Mutter-
laugen (5 1) und lieB sich adsorptionsanalytisch weiter verarbeiten :
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Die Losung wurde mit geséttigtem Natriumacetat vorsichtig
s0 weit abgestumpft, dal die Reaktion gegen Kongopapier etwa
einer n/300-Salzsdure entsprach, dann ohne Filtration durch eine
20-mm-Schicht von Al,0, (puriss. Merck) gesaugt (Jenaer Glas-
Biichner-Trichter mit Schlitzsieb ,,S 70°). Man spiilt mit wenig
Wasser nach. Oben sitzt ein dunkelrotvioletter Belag (1 mm),
darunter eine stark rotbraune Zone (Erythropterin); der Rest
des Adsorptionsmittels war schwach rosa gefirbt.

Die durchlaufende, honiggelbe Xanthopterinlésung triibte sich
nach 24 Stunden briunlich und wurde durch 10 mm Al,O; ge-
saugt. Man verwarf das braune Adsorbat und schickte das mit
25 ecm® gesittigtem Natriumacetat vollig abgestumpfte Filtrat ein
drittes Mal durch das Oxyd (10 mm). Der kriftig-gelbe Durch-
lauf fluoreszierte jetzt im Uviollicht gelbgriin und schied bald
eine zitronengelbe Tritbung ab. Er wurde nun auf eine 10 mm
hohe Frankonit-KL-Séule gegossen, wo der Farbstoff sich fest-
hielt (5 mm breit; Filtrat verworfen).

Man rdumt die tiefgelbe Schicht ab, wascht sie in der Zentri-
fuge einmal mit Wasserund eluiert dreimalmit je 100 cm3,dann
fiinfmal mit je 50 cm® 0,5 n-NH,. Die sehr triibe, schmutziggelbe
Losung saugt man durch 5 mm festgestampfte Asbestwolle (Glas-
Biichner-Trichter ,,S 55°), welche grauviolette Stoffe zuriickhilt,
und fillt die klare, goldgelbe Losung mit Eisessig. Der Nieder-
schlag wurde zentrifugiert, zweimal mit Wasser gewaschen und je
sechsmal mit 100 em3 bzw. mit 50 cm?®0,25 n-HCl ausgezogen. Beim
Abstumpfen mit gesittigtem Natriumacetat erhdlt man aus den
einzelnen Extrakten hell-goldgelbe Féallungen des rohen Xan-
thopterins, welche gemeinsam zentrifugiert und mit Wasser bis
zu Beginn der kolloidalen Auflésung gewaschen werden (1,3 g).

Das Fligelpigment der Kohlweilllinge (Pieris brassicae und
P. napi) enthdlt neben Leukopterin (weill) einen wasserloslichen
Farbstoff, und zwar nach WIELAND und KOTZSCHMAR ein griines

Chromoproteid, daneben eine gelbe Komponente. Auf Aluminium-
oxyd, aus Wasser: oben: gelb, darunter: griin.

Mikro-chromatographie von Pterinen.

Diese Methodik wurde von BECKER und ScHOPF ausgearbeitet,
unter Verwendung des auf S.67, Abb.27 wiedergegebenen Mikro-
adsorptionsrohres. . Einschligige Erfahrungen werden auch auf
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anderen Gebieten verwertbar sein. Die Substanzmengen, mit
welchen man hier arbeitet, liegen in einer Gr6Benordnung, hinunter
bis zu wenigen y. Die nachstehenden Vorschriften beziehen sich
zunichst auf reine Pterinlosungen und behandeln dann Insekten-
rohextrakte (weitere Beispiele im Original).

Xanthopterin. Aus einer Losung von Xanthopterin in 0,01proz.
methanolischer Salzsiure wird der Farbstoff auf Aluminiumoxyd
als scharfe, gelbe Zone festgehalten. Die Probe gelingt auch dann,
wenn das Xanthopterin nur als geringfiigige Komponente eines
Stoffgemisches vorliegt. Im ultravioletten Licht beobachtet man
eine lebhaft gelbgriine Fluorescenz. Es ist wichtig, den Farbstoff
nicht weiter zu entwickeln, als bis er das 3—4fache der Zonenhéhe
durchwandert, da sonst Zersetzung eintritt. Wird dies durch Ein-
schrinkung des Losungsmittels vermieden, so 148t sich auf Grund
der Hohe auch die Menge des Xanthopterins abschitzen. Er-
fassungsgrenze 1y. Der letztgenannte Farbstoff ist neben Ery-
thropterin, das von Aluminiumoxyd kraftiger adsorbiert wird, sehr
gut nachweisbar. Aus der ersten und dritten Spalte von Tabelle 16
ist ersichtlich, daf} eine annéhernde Proportionalitit zwischen der
Xanthopterinmenge und der Scheibenhohe besteht. Eine Ent-
wicklung wurde hier nicht durchgefiihrt; Gesamtvolumen der
Losung: je 5 cm3.

Tabelle 16. Schétzung des Xanthopterins im Gemisch mit
Erythropterin (Mikro-adsorptionsrohr, Aluminiumoxyd).

5 cm® 0,01proz. methanolische Héhe der
rsiarlzsagrei Et?ueltep - Xant?gf et ern- Aussehen des Chromatogramms
Xanthopterin | Erythropterin (mm)
() )
0 ! 40 — Breite, orangerote Zone.
5 ' 0 2 } Xanthopterinband (gelb)
10 ; 0 4 im Quarzlicht gelbgriin.
0,4 40 0,2 Oben rot, darunter gelb (nur
[ im Uviollicht erkennbar).
2 . 40 fast 1 Dasselbe.
40 | 2 15 \ Uber dem Xanthopterin
i orangerotes Erythropterin.
40 ‘ 4 15 I Dasselbe.

Aus wifiriger n/250-Salzsure wird das Xanthopterin von
Aluminiumoxyd schwéicher adsorbiert als aus methylalkoholischem
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HCl. Man erhélt bei Anwesenheit von 0,5—1 y in 0,5—1 cm? breite
Adsorbate, die im Tageslicht unsichtbar sind, aber unter der
Quarzlampe hell gelbgriin leuchten. Ist die Pigmentmenge
etwas groBer, so fluoresziert fast die ganze Sdule. Steht noch mehr
Rohfarbstoff zur Verfiigung, so kann man dhnlich verfahren wie
KoscHARA (4, 5) bei der Isolierung des Uropterins (Adsorption aus
Pufferlosung an Frankonit, waschen, mit Puffer eluieren usw.,
vgl. S.174).

Im Aluminiumoxyd wire eine Verwechslung des Xanthopterins
mit Lactoflavin méglich, doch unterscheidet die Fluorescenz der
Adsorbate. Lactoflavin: warmer, fast orangegelber Farbton, Xan-
thopterin: kalt-gelblichgriine Nuance.

Erythropterin. Zum mikrochemischen Nachweis dieses roten
Farbstoffes sind n/250-Salzsiure und ALO; geeignet, da nur aus
wifriger Losung eine scharfe Zone sich ausbildet, welche mit der
erwihnten Sidure als Ganzes abgetrennt werden kann. Farbe
des Adsorbats schén orangerot, Uviolfluorescenz samtbraun.
Erfassungsgrenze: 5y Erythropterin in 5 cm® Losung; man
erhilt dann eine weniger als 1mm hohe Schicht im Mikro-
adsorptionsrohr.

Mikro-chromatographischer Nachweis von Pterinen in Insekten.

Nach BeCkER und ScHOPF wird das Pigment zweimal mit
0,5 n- und eventuell noch einmal mit 2 n-Ammoniak kalt ausge-
zogen. Man zentrifugiert die vereinigten Extrakte klar, dunstet
sie iiber Atzkali und Schwefelsiure im Exsiccator ein und unter-
sucht den Riickstand.

Gonepteryx rhamni (Zitronenfalter). 20 Discoidalflecke von den
Fligeln von 5 Minnchen wurden mit dem Korkbohrer ausge-
stochen und wie oben behandelt. Man nimmt das Material mit
1 em® n/250-wéBriger Salzsiure auf, saugt es im Mikrorohr auf
Al,0; und wischt mit 0,75 cm® Séure nach. Chromatogramm:

Oben: 3 grau (Verunreinigungen),

1,56 orangerot: Erythropterin (im Uviollicht braune Fluo-
rescenz),
4 fast farblos, im Uviollicht blau (Zersetzungsprodukt),

unten: bis an das untere Ende fast weil, gelbgriin leuchtend:
Xanthopterin.

Beim Weibchen sah das Bild etwas anders aus.
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Vespa crabro (Hornisse). Die Abdominal-integumente (25 mg)
wurden zweimal mit je 1 em® 0,5 n-NH; ausgezogen und der durch
Eindunsten gewonnene Riickstand mit 1 ecm® 0,01proz. methanoli-
schem HCl verrieben. Man filtriert die vorsichtig abgehobene
Losung im StRzyzowskI-Trichter durch Watte und chromato-
graphiert sie auf Al,Og; 5 mm unter der Oberfliche erschien eine
7 mm breite, gelbe Xanthopterinzone, im Quarzlicht hell-gelbgriin
fluoreszierend. Wiederholt man die Behandlung des eingangs er-
wahnten Riickstandes mit n/250-wifriger Salzséure, so liefert dieser
Auszug das folgende Bild:

Oben: grau (Verunreinigungen),
2,5 blaue Fluorescenz: Zersetzungsprodukte des adsor-
bierten Xanthopterins,

unten: den Rest der Séule bedeckend: Xanthopterin, leuchtet
hellgriin.

Die Exkremente von Gonepteryx rhamni sowie von Vespa crabro
erwiesen sich bei der mikro-chromatographischen Priifung als pterin-
frei (BECKER).

Isolierung von Uropterin aus Menschenharn.

Dieser gelbe Farbstoff, der dem Xanthopterin des Zitronen-
falters (Gomepteryx rhamni) nahesteht, positive Murexidprobe gibt
und im Harn in einer Verdiinnung von 1: 1000000 vorkommt, ist
dort von KoscHARA (5) entdeckt und isoliert worden. Die Arbeit
bietet ein schones Beispiel fiir das Zusammenwirken von Fluores-
cenzbeobachtung und Adsorptionsanalyse.

Anreicherung vor der Chromatographie. Es wurden tédglich 200 1
Harn in 31 25proz. HCI aufgefangen. Zunéchst hat man 10 Min. lang
mit 4 kg Bleicherde XXF verriihrt, abgehebert und das Sediment
abgesaugt, das (ohne Waschen) mit 10—151 20proz. warigem Pyridin
eluiert wurde. Nach dem Vakuum-Einengen der Eluate aus 5000 1
Harn bis zu 60 1 wurden die folgenden Operationen vorgenommen :
Fallung absaugen (Purinfraktion = 1,2 kg), je 50 g dieser trockenen
Fraktion mit 500 cm®n-NaOH 1 Stunde schiitteln, Ungelostes ab-
zentrifugieren und die Behandlung wiederholen. Alkalische Lésung
einlaufen lassen in 11 kochende 2n-HCI; auf 60—70° halten, bis
der tiefgefirbte, amorphe Niederschlag durchkrystallisiert ist (2—3
Minuten). Nach dem Kiihlen das braune Krystallmehl (30 g Harn-
sdure) absaugen, das Filtrat (Xanthinbasen) mit 170 g Bleicherde
verriithren; abnutschen, die Bleicherde sdurefrei waschen, mit 1,21
5proz. Pyridin eluieren und das Eluat auf 0,41 einengen. Man ver-
setzt mit 60 ecm3 konz. NH, und 20 g NH,Cl (Gesamtvolumen
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550 cm?®), verrihrt mit 30 ecm® 5proz. AgNO,;-Losung, zentrifugiert
die Xanthinbasen ab und fallt die Mutterlauge erneuert mit 240 cm?®
Silbernitrat. Die letztere Féllung, die den Farbstoff enthilt, wird
auf der Zentrifuge, ohne zu waschen, mit n-HCI verriithrt, wodurch
der Farbstoff sich lost. Man versetzt die Losung mit Bleicherde,
wischt die letztere sdurefrei, eluiert sie mit Pyridin, entfernt das
letztere im Vakuum und nimmt die pyridinfreie Farbstofflésung in
500 cm® Phosphatpuffer auf (p, 7,6).

Adsorptionsanalyse. 90 g Frankonit KL werden mit 250 cm3
Phosphatpuffer (py 7,6) verrithrt. Man gieBt den Schlamm bei
ganz schwachem Saugen auf eine Nutsche, Durchmesser 12,3 cm
(zwischen Ansetzen des Schlammes und dem Aufgiefen: min-
destens 1 Stunde). Es wird sehr vorsichtig gesaugt und nach Aus-
bildung der Kolonne die Losung des Farbstoffes in dem Phosphat-
puffer (500 cm?3) aufgegossen. Man saugt anfangs mit einem Unter-
druck von 5 cm Wassersidule, welcher allméhlich auf 30 cm ge-
steigert wird. Spéter kann hoheres Vakuum angeschlossen werden.
Nach dem Durchlaufen der Farbstofflosung wird mit 250 cm?
Phosphatpuffer (pg 7,6) und dann mit 800 cm3 sek. Natrium-
phosphat (Y,5-molar; pg 8,3) gewaschen. Dadurch wird nur wenig
Begleitstoff entfernt, doch ist das intensive Waschen nétig, da
die Séule nur so zur Entwicklung vorbereitet wird.

Nun eluiert man mit Boratpuffer (py 9,2): nach etwa 300 cm?®
Puffer erscheint im Filtrat der erste Farbstoff. Die Abgrenzung
der Uropterinfraktion (im allgemeinen 200 cm?) von nachfolgenden
Farbstoffen ist schwierig. Sie ist gegeniiber den letzteren aus-
gezeichnet durch ihre groBere Leuchtkraft im Tageslicht und
durch Stirke der Rotfluorescenz unter der Quarzlampe. Beim
Stehen iiber Nacht, in Eis krystallisieren gelbe Warzen: ein Salz
mit einem Bestandteil der Bleicherde (30 mg).

Das Krystallisat wird mit Lauge extrahiert, auf n-NH, gebracht
und — ebenso wie die Mutterlauge — aus ammoniakalischer Losung
mit AgNO, gefillt. Silbersalz einmal mit n-NHj, einmal mit Wasser
waschen, mit 10 cm® n-HCl zerlegen, zentrifugieren und filtrieren;
AgCl mit 5 cm® HCI nachwaschen. Man kiihlt die salzsaure Losung in
Eis, stumpft sie mit gesittigtem Natriumacetat ab und zentrifugiert
die amorphe, rotgelbe Fillung nach 1 Stunde. Dreimaliges Waschen
mit 5 cm? Eiswasser. Von dem amorphen Farbstoff (40 mg) wurden
7,6 mg in 10 cm® n-NH,; gelost, mit 10 cm® n-Essigséure versetzt,
gekocht und filtriert. Im Filtrat erschienen rotgelbe Krystallkugeln

und spéter beim Stehen sah man eine griine Krystallhaut: zu-
sammen 3,8 mg.
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9. Anthocyane.

Die Chromatographie von Anthocyanen wurde bereits von
Tswert (9; 1, dort S.229) versucht, jedoch wieder aufgegeben,

Cl Cl
J (I)H s OCH,
10— "N~ moo AN on

| | — | /
| C—0.CeHp,0,4 | C—O0 . C¢H,,0,
\]/ N/ \] N\

CH CH

CeH,,0;.0 CeH,,0;.0

Cyaninchlorid. Paeoninchlorid.

weil diese Farbstoffe in Benzin, Schwefelkohlenstoff usw. unlos-
lich sind. Die neuen Arbeiten von KaARRER und StRONG (1)
bzw. von KARRER und WEBER

Ci] o haben dann an zwei Beispielen ge-
0 | zeigt, dal man diese Schwierig-
HO—" W/// N C—< EN\_oH keit umgehen kann. KARRER und
N6 StrONG (1) nehmen die Bearbei-
C—OH | tung in wiBriger Losung vor, auf
\l/\C{I OH einer Aluminiumoxyd-Kolonne, die
OH mit Leitungswasser nach RugeLi
Delphinidinchlorid. und JENSEN (1) schwach aktiviert
ist.

Es sei bemerkt, dal auch ein homogenes Anthocyan in rote,
blaue, eventuell blaugriine Zonen zerfallen kann, da das basisch wir-
kende Adsorptionsmittel einen Teil des Oxoniumsalzes umsetzt,
unter Bildung von Carbinolbase und Phenolbetain. Das Auf-
teilen der Séule fithrt dann nicht zu verschiedenen Pigment-
arten. Anderseits kénnen einheitlich aussehende Zonen unter Um-
stinden heterogen sein. So haben PrICE und RoBINSON ihr aus
Bougainvillaea glabra gewonnenes Rohpriaparat in der Aluminium-
oxyd-Séule vergeblich zu reinigen versucht. Es bildeten sich zwar
zwei wohldefinierte Farbscheiben aus (oben: purpur, darunter:
leuchtend gelb), doch erwies sich die untere Zone als ein Gemisch
eines Glucosids mit seinem Aglucon.

Aus der erwiahnten Untersuchung von KARRER und WEBER
folgt, daBl der Farbstoff der schwarzen Malve, das sog. ,,Althaein,
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uneinheitlich ist, ndmlich ein Gemisch von Monoglucosiden des
Delphinidin-3’,5’-dimethyléthers (Syringidin), des Delphinidin-3'-
monomethylidthers und des Delphinidins. Das erstgenannte Glu-
cosid erwies sich mit dem Weinfarbstoff Oenin als identisch. Die
chromatographisch gewonnenen Fraktionen wurden iiber die
Pikrate weiter gereinigt.

a) Trennung von Cyanin- und Paeoninchlorid. (KARRER und
StroNG). Paeonin ist ein Methyldther des Cyanins und zeigt er-
heblich geringere Adsorbierbarkeit als der Farbstoff mit 3 freien
Hydroxylen. Ein aus der rotbliihenden Paeonie bereitetes, rohes
Paeoninchlorid wurde auf nachstehendem Wege von etwas be-
gleitendem Cyaninchlorid befreit und so in ausgezeichnetem Rein-
heitsgrad erhalten. Die Farbe des gewonnenen Endproduktes
schligt in verdiinntem Alkohol auf Zusatz von Ferrichlorid nicht
in Violett um; diese Reaktion der, bisher ohne Chromatographie
bereiteten Paeoninpriparate ist also auf beigemischtes Cyanin zu-
riickzufiihren.

Die Losung von 1,5 g Rohpaeonin in 200 cm® warmem Wasser
wurde auf aktiviertem Al,O, adsorbiert und mit Wasser ent-
wickelt. Oben: purpurfarbige Scheibe, darunter: hellblau; ein
betrichtlicher Farbstoffanteil (Paeoninchlorid) ging durch die
Saule, als man mit Wasser nachwusch, was bis zur Farblosigkeit
des Filtrats fortzusetzen ist. Der oberste Anthocyanring wurde mit
etwas HCl-haltigem, warmem Wasser 10—12mal (noch unvoll-
kommen) eluiert und das Eluat im Vakuum auf zirka 20 cm® ge-
bracht. Den dabei ausgeschiedenen, flockigen Farbstoff hat man
mit Wasser, Aceton und Ather nachgewaschen, wieder in Wasser
gelost und nochmals chromatographiert; das Bild war das be-
schriebene. Die bei dem Konzentrieren des Eluates der obersten
Zone erhaltene Farbstoff-Fillung wurde 10—15 Sekunden mit
20 cm? 0,5 n-HCl aufgekocht, wobei Losung eintrat. Nach rascher
Filtration erschienen bei 0° Krystalle, die aber noch etwas methoxyl-
haltig waren und deshalb zum dritten Male chromatographiert
wurden. Das schlieBlich gewonnene Krystallisat (110 mg) ging beim
Erwirmen mit 0,5 n-Salzsiure nur zum kleineren Teil in Losung;
der Rest wurde mit 10 cm® Wasser aufgekocht und das Filtrat
mit 0,6 cm3 konz. Salzsiure versetzt. Im Eisschrank krystalli-
sierten 76 mg reines, methoxylfreies Cyaninchlorid aus.

Zur Isolierung des Paeoninchlorids wurden die wahrend des

Zechmeister-Cholnoky, Chrom. Adsorptionsmethode. 2. Aufl. 12
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ersten und zweiten Adsorptionsversuches durch die Kolonne ge-
laufenen Filtrate gemeinsam bei 30° im Vakuum auf 20 cm? ein-
geengt. Man filtriert den dabei entstandenen krystallisierten Nieder-
schlag ab und scheidet ihn aus 50 cm3 0,56 n-Salzsdure unter kurzem
Aufkochen um. Nach dem Waschen mit Wasser, Aceton und
Ather wird das Priaparat an der Luft getrocknet. Feine, rote
Nadeln, Ausbeute 0,55 g.

b) Aufteilung des ,,Althaeins** (KARRER und WEBER). Eine wif3-
rige Losung von 2 g Althaeinchlorid wurde durch eine 80 cm
hohe Schicht von wasserhaltigem Gips gesaugt. Eine Pigment-
fraktion blieb oben hingen, eine andere lief beim Nachspiilen
durch. Die letztere Losung wurde im Vakuum bei 30° stark einge-
engt (Fraktion I). Der fixierte Farbstoffanteil konnte mit sehr ver-
diinnter, warmer Salzsdure eluiert werden. Nach dem Abstumpfen
des Saureiiberschusses und Konzentrieren im Vakuum wurde noch-
mals auf Gips chromatographiert. Nun erfolgte eine Scheidung in
zwei deutlich verschiedenfarbige Zonen, die im hochsten Bezirk der
Sauleunmittelbar aufeinanderfolgten (oben : II., darunter III. Frak-
tion). In das Filtrat gelangte jetzt nichts. Elution wie angegeben;
die Eluate werden Vakuum bei 30° stark konzentriert.

Die drei so gewonnenen Farbstofflosungen wurden mit wéBriger
Pikrinsidure gefillt und die Pikrate aus kochendem Wasser mehr-
mals umkrystallisiert. Sie gaben beim Losen in 2proz. metha-
nolischer Salzsiure und Fallen mit Ather krystallisierte Antho-
cyanchloride zuriick.

Fraktion I erwies sich als das analysenreine Monoglucosid eines
Delphinidin-dimethyldthers und wurde mit Oenin identifiziert
(11,5%, OCH,). Sie 16st sich mit roter Farbe in Wasser und gibt
keinen Farbumschlag mit Ferrichlorid. Die Fraktionen II und III
waren noch nicht ganz einheitlich, sie scheinen ein Monoglucosid
des Delphinidin-3'-methyldthers zu sein, mit einer Beimengung von
Delphinidin-glucosid, wodurch die Methoxylzahl herabgedriickt
wird (gefunden 5—69%, OCH;). Ferrichloridprobe positiv.

Anhang. Kurze Angabe iiber die Trennung von Flavanon-Ab-
kommlingen: FuJiSE und NAGASAKI.

Weinfarbstoffe. Nachweis von Verfilschungen.

Die nachfolgend referierte Arbeit von MoBLER und HAM-
MERLE (1, 2) zeigt deutlich, daB der Chromatographie auch auf
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dem Gebiet der Nahrungs- und Genupmittel mannigfaltige An-
wendungen bevorstehen (siehe auch S. 269 und 279).

Die Versuche wurden in den Apparaten Abb. 15, S. 61, auf
Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN) ausgefithrt. Man stellt vorher
den Wein durch Zusatz von absolutem
Alkohol auf einen 50proz. Spritgehalt ein
(z. B.40 cm?® Wein 435 cm? Alkohol). Die
Séule wird vor dem Versuch mit 50proz.
Alkohol unter Saugen durchtrinkt; die
Entwicklung geschieht mit demselben
Losungsmittel (20 cm?). Ein unver-
félschter Rotwein lieferte das in Abb. 38
wiedergegebene Chromatogramm, dessen Zone 3 durch die
alkalische Wirkung des Adsorbens hervorgerufen wurde; das
Filtrat zeigte dullerst schwache Blaufirbung. Die Zonen 1 und 2
wurden gemeinsam, mit Hilfe einer 2proz. Weinsdurelosung in
50proz. Alkohol, fiinfmal eluiert und der colorimetrischen sowie
der spektrophotometrischen Messung unterzogen.

helles Weinrof (Zone 1)
L etwas duntieres Weinrot (Z.2)

grinlichblover Saum (Zone )

Abb. 88. Chromatogramm
eines Rotweines.

Tabelle 17. Chromatographisches Verhalten von Bordeaux-
rot in 50proz. alkoholischer Lésung, in Gegenwart von
Weinsédure und Tannin,

Gehalt der Losung an
- S Ergebnis
Weinstiure °/go | Tannin °/,, | Farbstoff ©/4
5 0 0,025 Keine Adsorption.
5 1 0,025 Nur Tannin wird fixiert.
5 2.5 0,025 Farbs‘toff und Tamm grof-
5 1 0,025 tenteils adsorbiert; nur der
10 4 0,025 erstere mit §Opr0z. Alkohol
eluierbar.

l Farbstoff und Tannin adsor-
10 4 0,050 biert; Farbstoff mit 50proz.

‘ Alkohol kaum eluierbar.

Der Nachweis von zugesetztem Teerfarbstoff (Bordeauxrot) ge-
lingt in einem analog geleiteten Versuch, wobei das fremde Pigment
durch die Séule geht und im Filtrat quantitativ bestimmt werden
kann. Eine besondere Voraussetzung hierfiir ist der richtige
Gesamtsduregehalt des Weines (berechnet als ,,Weinsiure*),
welcher entsprechend einzustellen ist. Betragt z. B. die Konzen-

12*
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tration des zugesetzten Bordeauxrots 0,025%,, so darf die Wein-
siure-Konzentration nicht iiber 59/, liegen, da sonst auch der
Teerfarbstoff mit adsorbiert wird und eine Lage unterhalb der
natiirlich vorkommenden Anthocyane einnimmt. Auch von Gerb-
sdure wird das chromatographische Verhalten beeinflult (Tabelle
17, S. 179).

In einem Falle konnte der Zusatz von Weifwein zum Rotwein,
welcher mit Hilfe eines Teerfarbstoffes iiberdeckt war, chromato-
graphisch erwiesen werden, nimlich durch die abnormal niedrigen
Farbstiarken der Zonen 1 und 2 (Abb. 38, S.179), nachdem das
Kunstprodukt ins Filtrat gegangen war.

10. Sonstige natiirliche Farbstoffe.
(Uber Indirubin s. S. 225.)

Pilztarbstoffe.

Aus dem echten Reizker (Wacholder-Milchling, Lactarius de-
liciosus) hat WILLSTAEDT (6, 7) auf chromatographischem Wege
zwei Pigmentkomponenten gewonnen; der Hauptfarbstoff ist
Lactaro-violin Cy;H,,0. Ferner wurde ein fliissiger Kohlen-
wasserstoff, ndmlich ein blaues Azulen C;;H,; herausgearbeitet,
das, im Wege einer Al,O,-Chromatographie, auch aus Kamillensl
(in Petrolither) erhalten werden kann (,,Chamazulen‘‘). Das letzt-
genannte Pigment hat sich wohl erst im Verlaufe der Bearbeitung
des Pilzes an der Luft gebildet.

Lactaro-violin. 3 kg Pilze werden zerrieben, 1 Tag in 21 Al-
kohol stehen gelassen, durch ein Tuch filtriert und gepreBt.
Wiederholung mit 11 Alkohol. Man gieBt die Losung durch
Faltenfilter, versetzt sie mit 1/, Vol. Ather 4+ Wasser und laBt
die rote Atherlésung mit 1/,, Vol. alkoholischem Natron iiber Nacht
stehen, wobei eine farblose, flockig-krystallinische Masse erscheint.
Man dekantiert die Atherlésung, wischt sie alkalifrei, trocknet,
dampft ab und nimmt den Riickstand mit Petrolather auf. Die
filtrierte Losung wird dann auf Aluminjumoxyd (standardisiert,
nach BROCKMANN) aufgeteilt; entwickeln mit Benzol -+ Petrol-
ather 1: 5. Oben: schmal, griinlichgrau, darunter der rote Haupt-
farbstoff, aus welchem beim Entwickeln eine rein blaue Kom-
ponente nach unten wandert. Man eluiert die Hauptzone mit
Petroliather 4 Methanol und chromatographiert sie nochmals. Wird
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das mit Wasser gewaschene, rotviolette zweite Eluat stark ein-
geengt, so krystallisiert im Eisschrank das Lactaro-violin aus.
Umscheiden aus Petrolidther -+ etwas Benzol. Stibe, Schmelzp. 53°.

Azulene. Die zweimal mit Sprit extrahierten Pilzschnitzel
(S..150) werden mit Aceton iibergossen (Blaufdrbung), nach
1 Tag abgepreBt und nochmals mit Aceton extrahiert. Man ent-
mischt die tiefblaue Losung mit Benzin und Wasser, schiittelt
die untere Phase nochmals mit Benzin und wéscht die blauen
Benzinausziige acetonfrei. Die getrocknete Losung wurde in der
Aluminiumoxyd-Séule verarbeitet:

Oben: diinne Ringe: violett, braungelb, schwarz, purpur (Lactaro-

violin), olivgriin,

breit, hellblau: ,,Azulen IT¢,

breit, intensiv blau: Lactar-azulen (Hauptfraktion),
unten: orange, geht leicht in den Durchlauf.

Man eluiert die Hauptfraktion mit Petrolidther 4 Holzgeist,
wischt den Alkohol weg, verjagt den Petrolédther im Stickstoffstrom
und destilliert das Lactar-azulen C;;H,;in gutem Vakuum. Siedep. 155
bis 1609, bei 2,5—3 mm. Gibtin Alkohol mit 1,3,5-Trinitrobenzol tief-
schwarze Nadeln (Additionsprodukt): 4,5¢g, aus 30 kg frischem Pilz.

Ferner lassen sich die bei der Schwefel- oder Selen-Dehydrierung
aus Sesquiterpenen entstehenden Rohazulene chromatographisch
reinigen (PFAU und PLATTNER).

Beispiel. Das aus Cyclopentano-cycloheptanon mit Mg + Brom-
benzol erhaltene Gemisch wurde mit S dehydriert (170—240°, 100 mm,
3/, Stunden) und der destillierbare Teil zweimal chromatographiert
(Petroléther, Al,0;). Braune Begleiter blieben hiéngen; das rein blaue
Filtrat enthielt Azulen- und farblose Kohlenwasserstoffe (WiLL-
STAEDT 6, 7).

Interessant ist die chromatographische Darstellung des Grund-
korpers der Azulene, des Azulens C;oHg, nach PLATTNER und Prav.
Dieses lieB sich nach Dehydrierung eines
Cyclopentano-cycloheptanols als Trinitro- 90 “H—CH

yelopentano-cycloheptanols . //\C/ \\
benzolat fassen. Die Zerlegung des Addi- 4y | CH
tionsproduktes wurde zundichst durch N O\ @
fraktionierte Sublimation versucht, wobei CH CH=CH
es aber unmoéglich war, das Azulen von g:g;g;tng’(cll";‘g 37» 5;)‘
Trinitrobenzolspuren zu befreien. Dage- B
gen gelingt die Spaltung in der Aluminiumoxyd-Siule glatt,
unter der Wirkung des Adsorbens:
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Auf die S#ule (nach BrockMaNw, 18 X 1,7 cm) wurden
zunéchst 0,4 g Azulen-trinitrobenzolat aufgeschiittet. Man wéscht
mit 50 cm3 Cyclohexan + Benzol (1:1), dann mit 30 cm3® Cyclo-
hexan nach. Das Trinitrobenzol blieb als braune Zone hingen,
wihrend das Azulen leicht durchlief. Die angegebene Menge an
Adsorptionsmittel geniigt knapp. Aus dem tiefblauen Filtrat
wird das Cyclohexan in einer gut wirkenden Kolonne abdestilliert.
Nach dem Verdampfen des Losungsmittels, Ausbeute 0,137 g
(= 929,) an krystallisiertem Anzulen. Aus Alkohol: blaue Blatt-
chen, Schmelzp. 98,5—999.

Zerlegung weiterer Additionsverbindungen im Chromatogramm.
Guajazulen-trinitrobenzolat wird wie oben beschrieben verarbeitet.
0,877 g Vetivazulen-pikrat auf Al,O4 (17 X 1,7 cm) mit 40 em?® Cyeclo-
hexan 4- Benzol (1: 1), dann mit Benzol nachgewaschen. Die Pikrin-
séure bleibt hingen (zum SchluB 2 cm breit), das Vetivazulen krystalli-
siert beim Abdampfen des Durchlaufes. Ausbeute 959%,,Schmelzp. 32
bis 33°.

Harzfarbstoffe.

Aus indischem Palm-drachenblut (Sanguis draconis), einem
pflanzlichen Exkret, das bei der Lackfabrikation verwendet wird,
haben BrOCEMANN und Haasg (1, 2) den tiefroten Hauptfarb-
stoff Dracorubin C;,H,,0, auf folgendem Wege gewonnen.

1 kg feinpulvriges Material (Merck) wurde in 250-g-Portionen
mit 1,5 1 Benzol ausgekocht und nach dem Erkalten filtriert (Riick-
stand 90 g). Das Filtrat blieb nach Zusatz von 10 g Pikrinsdure
iber Nacht stehen. Man saugt das braune Pikrat ab, kocht es
griindlich mit Benzol aus, schiittelt es zweimal je 1 Stunde mit
Benzol auf der Maschine, nutscht und trocknet an der Luft. Die
Niederschldge aus 1 kg Harz wurden in 1/, 1 Methanol suspendiert,
am Wasserbad erwirmt und mit 40 g KOH in 100 cm® Wasser
versetzt. Nach kurzem Erwidrmen saugt man das freigelegte, rohe
Dracorubin ab, wischt es mit Wasser gut aus, suspendiert es noch-
mals in Wasser und trocknet die Krystalle im Vakuum iiber CaCl,.
Ausbeute 36 g, Schmelzp. 287°.

Zur Reinigung wurde in Chloroform, auf Aluminiumhydr-
oxyd III chromatographiert. Die unterste, schmale, braune Zone
des mehrschichtigen Chromatogramms wurde mit Chloroform aus
der Séule gewaschen und darauf das Dracorubin aus dem Mittel-
teil der leuchtend roten Hauptschicht mit methanolhaltigem



Harzfarbstoffe. 183

Chloroform eluiert. Man dampft ab, 16st den krystallisierten
Rest in CHCl; und wiederholt die Chromatographie zweimal.
Granatrote Prismen, Schmelzp. 315°; chromatographisch ein-
heitlich.

Das aus Dracorubin kinstlich bereitete S-Hydrodracorubin lie
sich im Wege einer Filtration durch die Aluminiumhydroxyd-ITI-Saule
reinigen (Benzol, 29, Methanol enthaltend).

Gleichzeitig mit BROCRMANN und HaASE hat sich auch Hesse
mit dem Drachenblutpigment beschiftigt. Zu seiner nachstehend
referierten Untersuchung sei vermerkt, daf3 dort der Hauptfarb-
stoff als ,,Dracocarmin® (C;H,c0;) und ein Nebenfarbstoff als
,,Dracorubin® (CegH,,0,) bezeichnet wird, nach einer Mitteilung
von Herrn HEsSE soll jedoch in Zukunft der &ltere Name
Dracorubin, in Einklang mit der von BROCKMANN und Haask
gebrauchten Nomenklatur, beibehalten werden.

580 g Harzpulver (Caesar und Loretz) wurden im Extraktor
mit Ather erschopft und die Losung mit 1 Raumteil Petrolither
gefallt. Man l6st den dunkelroten Niederschlag in 500 cm® Amyl-
alkohol und schiittelt die Fliissigkeit abwechselnd mit n-Soda
und mit Wasser, bis ihr nichts mehr entzogen wird. Beim nach-
herigen Schiitteln mit 2 n-HCl schligt die tiefrote Farbe in
Braun um. Man engt die amylalkoholische Lésung im Vakuum
auf 200 cm3 ein und fillt mit Ather die Farbstoff-chlorhydrate
aus (hellbraun, 15 g). Die letzteren werden in 200 cm3 Chloroform
aufgenommen und mit 2 n-Soda durchgeschiittelt (Farbe wieder
tiefrot). Man filtriert von einem geringen Niederschlag,
trocknet und chromatographiert die Losung auf Al,O; (nach
BROCKMANN, 35 X 4,5cm):

Oben: (braun),

ganz dunkel rot,

rot, enthilt den Hauptfarbstoff ,,Dracocarmin‘‘ = Draco-
rubin ,

(gelbrot),

(rosa),

‘unten: (braun).

Die drei untersten Bezirke lassen sich mit Chloroform in das
Filtrat treiben; man wechselt die Vorlage und wéscht die breite
Hauptzone durch die Saule. Dieser Pigmentanteil krystallisiert
sofort, wenn man den Abdampfriickstand der Chloroformlésung
mit wenig Chloroform oder Alkohol aufkocht. Glitzernde Krystalle,
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Schmelzp. 293°; Krystall-chloroform bzw. -alkohol anwesend. Die
Verbindung bildet ein orangegelbes Chlorhydrat.

Ein weiteres Entwickeln mit Chloroform éndert am Chromato-
gramm nichts Wesentliches, wischt man aber die Siule mit
Chloroform + Alkohol (1:1), so lost sich eine tiefrote Schicht
von dem dunklen Bezirk ab und wandert in das Filtrat: ,,Dra-
corubin®(=Dracocarmin von BrockMANN und Haasg). Sehr
schwer loslich, wird aus Alkohol krystallisiert, besser iiber das
Chlorhydrat gereinigt. In der Séule bleiben sechs verschieden
gefiarbte Zonen zuriick, die diffus ineinander fliefen und teilweise
krystallisierbaren Farbstoff enthalten.

Anhang. Farblose Harzbestandteile.

Lariciresinol CyH,, 0 wurde von HAWORTH und KELLY auf
folgendem Wege aus dem ,,Uberwallungsharz* der Lirche (Lariz
decidua) gewonnen.

2,5 kg frisches Harz (viskos, cremefarbig) wurden zweimal mit
siedendem Sprit (81) ausgezogen und der Extrakt im Vakuum
moglichst eingedampft. Man 16st den braunen, viskésen Abdampf-
rickstand (1,6 kg) in 11 heiBem Alkohol und riihrt eine Lésung von
900 g KOH in 300 cm?® Wasser ein. Das Kaliumsalz des Lariciresinols
schied sich aus der dunkel gewordenen Losung beim Abkiihlen
langsam ab. Es wurde nach 12 Stunden gesammelt, in Wasser geldst
und filtriert. Man beseitigt Verunreinigungen mit Ather, sduert mit
konz. HCl an (Kongo) und neutralisiert den UberschuB3 der Séure
sofort mit Natriumbicarbonat. Das braune Gummi, das beim Stehen
fest geworden ist, wird nach 12 Stunden abgenutscht und durch
wiederholtes Waschen mit warmem Bicarbonat von geférbten Begleit-
stoffen groBtenteils befreit. Man lost die feste, bréunlichgelbe Sub-
stanz (270g) in 1,51 warmem Methanol, filtriert durch eine Alu-
miniumoxyd-Séule und engt auf 400 cm?® ein. Nach 12 Stunden waren
170 g fast reines Lariciresinol abgeschieden, Schmelzp. 164—166°,
Verfilzte Nadeln, die zweimal aus Methanol umkrystallisiert werden.
Schmelzp. 167—168°.

Fruchtfarbstoffe.

Osajin. WAaLTER, WoLFrOM und Hzss haben die zerschnittene
und bei 80—90° getrocknete Frucht der Maclura pomifera RAF.
(Osage-Orange) mit heiBem Petrolither erschopft und das
Osajin mit Ather ausgezogen. Nach einer Behandlung mit Holz-
kohle geniigt eine Filtration durch Holzkohle + Fullererde zum
Auskrystallisieren des reinen Farbstoffes aus der eingeengten
Atherlosung. Eine Adsorption an akt. Al,O, und die (schwierige)
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Elution mit Eisessig fithrte zu keiner weiteren Reinigung mehr.

Gesamtertrag 93 g aus 1,6 kg trockenes Material, Schmelzp.
182—186°, Zusammensetzung etwa C,;H,,0;; besitzt Phenol-
charakter.

Rottlerin. Der gelbe Farbstoff aus der Droge ,,Kamala‘*‘ (bereitet
aus Driisen der Fruchtepidermis von Rottlera tinctoria Roxs.)
besitzt nach BROCKMANN und Marer die Zusammensetzung
CyoH504. Der Schmelzpunkt 201—202° wurde durch fraktionierte
Adsorption an Calciumcarbonat, aus Benzol 4 Benzin nicht erhéht.

Iso-rottlerin. CyeH,305. 4 g Rottlerin in 500 cm?® Alkohol wurden
96 Stunden unter RiickfluB gekocht (Farbaufhellung). Man dampft
ab, wiederholt das Abdampfen zweimal mit Benzol -+ Benzin (1:1),
zieht dann den Rest mit dem gleichen Solvent aus und chromato-
graphiert die schmutziggelbe Losung auf Calciumcarbonat (Merck).
Beim Nachwaschen erscheint oben eine bréunlichgelbe, darunter eine
blaBgelbe Zone, von welchen die letztere beim léngeren Entwickeln
mit Benzol 4+ Benzin (1:1) durchlduft. Man verdampft diese Fraktion
im Vakuum und krystallisiert die Substanz aus Benzol 4+ Methanol,

dann aus Methanol um. Ausbeute 1,6 g. Schwefelgelbe, derbe Kry-
stalle; Schmelzpunkt, nach dem Erhitzen auf 135° im Vakuum: 180°.

Viertes Kapitel.
Anwendungen auf kiinstliche Farbstoffe.

Teerfarbstoffe verschiedener Art haben RuGGLI und JENSEN
(1, 2; vgl. auch JENSEN) untersucht. Die theoretischen Ergebnisse
dieser Arbeit wurden S. 38 besprochen.
a) Adsorptionsverhalten einiger basischer Farbstoffe, in waB-
riger Losung, auf aktiviertem Aluminiumoxyd:
Stirkste Ads. Viktoriablau B,

| Methylenblau D, Patentphosphin G,

} Krystallviolett 5 BO, Fuchsin G, Safranin OO,
¥ Brillantgriin, Malachitgrin,

schwichste Ads. Auramin O.

Diese 9 Farbstoffe wurden in den mbglichen 36 Zweierkom-
binationen untersucht, von denen in 32 Fillen scharfe Trennung
sich erzielen lieB. Ungiinstig fiel die Probe nur bei den folgenden
4 Paaren aus: Auramin -} Malachitgriin, Brillantgriin -+ Malachit-
griin, Patentphosphin -+ Methylenblau und Fuchsin G + Safranin.
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In manchen Fillen gelingt auch die Trennung von Dreier-
gemischen (farbige Abbildungen im Original), z. B.:
Oben: schwarzblau: Viktoriablau

violettblau: Methylenblau
unten: gelb, ausgebreitet, wegwaschbar: Auramin O.

} scharfe, diinne Zonen,

Ersetzt man das Methylenblau mit Fuchsin, so entsteht ein ana-
loges Saulenbild.

b) Bei einer Anzahl von Sdurefarbstoffen ergab sich die folgende
Reihe (die Pfeile zeigen die Kupplungsrichtung an):

Stiarkste Ads. (Tuchechtschwarz B (1-Naphtylamin-5-sulfosdure —
i «-Naphtylamin — Phenyl-peri-Siure) und
; Tuchechtblau B (Anilin — Cleve-Sdure — Phenyl-
i peri-Sdure),
\} (betr. Adsorbierbarkeit mit dem Vorangehenden
‘ fast identisch),
! Helvetiablau (Triphenylrosanilin-trisulfosdure) und
| {Orange IT (Sulfanilsiure — g-Naphtol),
! Naphtolgelb S (7-Sulfoséiure des Martiusgelb),
| [Eriogla,uci.n supra (saurer Triphenylmethan-Farb-
v stoff) und

schwichste Ads. ‘Xylenrot B (sulfoniertes Rhodamin).

¢) Substantive Farbstoffe. Mono- und Disazofarbstoffe.

Diaminrosa FFB (Dehydro-thiotoluidin — 1-Chlor-8-naphtol-3,6-
disulfosdure): diinne violette Zone, violett und schwach violett, die
letzteren gut auswaschbar (,,Filtrate‘‘)?.

Erika @ extra (Dehydro-thioxylidin — G-Sédure): breit hellrot, dann
blaues, karminrotes, violettes ,,Filtrate, mit weiBen Zwischenrdumen.

Erika B (Dehydro-thioxylidin—e-Séure): schmutzig-gelbe Zone,
dann Filtrate: violett, rosa, rosa (Formeln S.41).

Als Beispiel fiir die Chromatographie eines bekannten Handels-
farbstoffes sei das Kongorot technisch angefiihrt. Nach RuceLr
und JENSEN (1) liefert es in Pyridin ein zusammengedringteres
Bild, in Wasser eine mehr auseinander gezogene Schichtung. Die
Zonenfolge war stets die gleiche:

1 Als ,,Filtrate’ werden schwach fixierte, leicht auswaschbare .
Komponenten bezeichnet, und zwar auch dann, wenn sie voriber-
gehend eine gut definierte Farbschicht bilden. Charakteristisch fiir
solche Anteile ist das rasche Abwirtswandern.



Teerfarbstoffe. 187

100 cm?® der 2proz. Losung wurden allméhlich in die Al,O,-Séule
eingefiithrt und mit 1,6 1 Wasser entwickelt.

Oben: a) schmal, rotviolett,

b) rosafarbig, breit,
c) stark rote Hauptzone,

unten: d) breit, gelborange.

Nach dem Zerschneiden wurden die einzelnen Anteile mit
kochendem Wasser eluiert und verdampft. Die Isolierung erfolgte
teils direkt, teils durch Awuffdirben auf mercerisierte Baumwolle,
Abziehen mit kochendem Wasser, Eindampfen und Umkrystal-
lisieren aus Methanol. Die Operationen wurden nach Bedarf wieder-
holt und variiert. Zone a gab wenig dunkelrotes Pulver, das auf
mercerisierter Baumwolle eine kraftige braunlichrote Farbung zeigt;
b liefert ein dunkelrotes Pulver, Ausfirbung rot, siureempfindlich;
aus ¢: dreimal umkrystallisiert, rotes Pulver (Hauptmenge), Aus-
farbung starkes, reines Rot, siureempfindlich; d: etwas orange-
rotes Pulver, auf Baumwolle gelborange, bestindig gegen ver-
diinnte Essigsdure; wird mit 5proz. HCl nur rotviolett.

Das Kongorot rein (dreimal aus Wasser + Alkohol umkrystalli-
siert, salzfrei) war chromatographisch einheitlich. Nach Zusatz
von Salz (2g NaCl zu Y/, g Farbstoff in 100 cm® Wasser) bildete
das meiste gleichfalls eine wandernde Schicht, die etwas mehr
als sonst zusammengedringt war. Oben verblieb nur eine diinne
Zone.

Benzopurpurin 4 B (Tolidin — 2 Mole Naphtionsidure) war ad-
sorptiv einheitlicher als Kongorot.

Benzoazurin G (Dianisidin — 2 Mole 1-Naphtol-4-sulfosiure):

Oben.: ﬁlellrlll};e; Elallolreit } Ausfarbung wie das Handelsprodukt,

graublaues Filtrat, liefert violette Farbung, biigelechter
als das Handelsprodukt,

unten: rotes Filtrat, gibt braunviolette Ausfarbung.

Die Verschiebung der Nuance nach Rot ist vielleicht auf Poly-
dispersitidt zuriickzufithren, da der gleiche Effekt auch durch
Biigeln der Ausfirbung, Erhitzen der Loésung oder Zusatz von
Alkohol erzielt werden kann.

Direkthimmelblaw grinlich (= Diaminreinblau; Dianisidin —
2 Mole 1-Amino-8-naphtol-2,4-disulfosdure). 100 cm® 2proz.
Losung in der Al,0,-Sdule (21 X 6,5 em), mit 1,51 Wasser
entwickelt:
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Oben: blaugrin, nach unten schwicher, griinstichig-blaue Aus-

farbung,

kraftig violettes Filtrat, Ausfarbung blauviolett, biigel-
unecht,

unten: kriftig blaues Filtrat (Hauptmenge), auf Baumwolle
tiefblau.

Bei den folgenden Trisazo- und Tetrakisazo-Farbstoffen zeigten
sich verwickeltere Chromatogramme (Reihenfolge der Zonen von oben
nach unten);

Dianilschwarz PR (m-Phenylendiamin <—y-Séure<Benzidin-mono-
sulfoséiure — y-Sdure — m-Phenylendiamin): schwarz, blauschwarz,
weill, schmutzig-hellgelbes Filtrat, weiB, fleischfarbig, dann gelber
Ring (beide leicht auswaschbar).

Cupranilbraun B: schokoladebraun, anschlieBend gelbbraun, weil3,
rotgelbes Filtrat, weiB, violett, gelb, wei, hell gelbbraun, leicht
auswaschbar.

Hessisch Braun 2 BN (Sulfanilsidure — Resorcin <— Benzidin — Re-
sorcin<—Sulfanilséure): gelbbraun, violett, weiB, rotgelb, gelbes, dann
violettes Filtrat.

Direktbraun J (m-Aminobenzoesiure — m-Phenylendiamin < m-
Phenylendiamin — m-Phenylendiamin <— m-Aminobenzoesdure): tief-
braun, gelbbraun, schwachbraun, rotbraunes Filtrat, weil, rotgelbes
Filtrat, schwach gelb, kanariengelb, weif}, braungelbes Filtrat.

Gemische der obigen Farbstoffe. Wie schon 8. 38 erwihnt,
gelingt die Trennung im allgemeinen gut, wenn die Anzahl der
Azogruppen verschieden ist (z. B. Kongorot 4 Diaminrosa FFB),
hingegen versagt die Methode bei sehr dhnlichen Komponenten,
wie Erika B 4 Erika G extra, oder Kongorot + Benzopurpurin.
Direkthimmelblau griinlich bleibt im Chromatogramm héher
héingen als Direktblau 2 B (Strukturformeln auf S. 41).

Da die Adsorption von Direktblau 2 B an Baumwolle bekannt-
lich stark vom Salzzusatz abhéngt, haben RuaarI und JENSEN (1)
untersucht, ob etwa auch das Chromatogramm sich umkehrt,
wenn z. B. eine 8proz. NaCl-Losung statt Wasser verwendet wird.
Dies war jedoch nicht der Fall, man sah lediglich ein Zusammen-
dringen der Hauptzonen, bis zur Untrennbarkeit.

Uber Sudanrot vgl. S. 50,

Pharmazeutisch wichtige Farbstoffe. Die folgenden Handels-
priparate erwiesen sich nach FRaNCK in der Aluminiumoxyd-
Saule als uneinheitlich : Trypaflavin (3,6-Diamino-acridin), Rivanol
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(2-Athoxy-6,9-Diamino-acridin), Chrysarobin (3-Methyl-1,8-dioxy-
anthranol), Cignolin (1,8-Dioxyanthranol) und Pellidol (Diacetyl-
amino-azotoluol).

Fiinftes Kapitel.

Anwendungen auf farblose und schwachgefirbte
Substanzen.

1. Verschiedene aliphatische Verbindungen.

a) Reinigung des Hentriakontans C;;H,, von Spuren des Dipalmityl-
ketons C,;H,,-CO-C;;Hy, (WINTERSTEIN und STEIN 1).

Im unverseifbaren Anteil von zahlreichen Pflanzenextrakten
kommen diese Stoffe gemeinsam vor und kénnen sonst nur auf
umsténdlichem Wege geschieden werden. Dagegen gelingt die
Trennung leicht im chromatographischen Versuch. Man sieht
auch hier, dal der Reinheitsgrad von Substanzen, die auf Grund
anderer Methoden bereits als ,,chemisch rein‘‘ bezeichnet werden,
unter Umstédnden noch erhoht werden kann.

300 mg Hentriakontan (Schmelzpunkt und Elementarzu-
sammensetzung richtig) wurden in 100 cm? Benzin gelést und durch
eine Saule (6 X 1 cm) von Aluminiumoxyd - Fasertonerde (5: 1)
sickern lassen. Nachwaschen mit 200 cm® Benzin. Der Kohlen-
wasserstoff lief durch die Sidule, die dann mit methanol-
haltigem Petrolather einige Zeit stehen gelassen und mit Petrol-
ather 4 Methanol nachgewaschen wurde. Der Trockenriickstand
des Eluats bestand aus 2 mg Dipalmitylketon; der Schmelzpunkt
des regenerierten Hentriakontans war deutlich schirfer als der-
jenige des Ausgangsproduktes.

b) Isolierung eines Pflanzenparaffins.

SmMpsoN und WILLIAMS haben aus der mexikanischen Sarsa-
parillawurzel nach Ausschaltung freier Séuren und der Saponine
ein krystallisiertes Gemisch erhalten (1,55 g, Schmelzp. gegen
70—75%. Die Loésung in Chloroform + Petrolither + Benzol
(2:2:1, insgesamt 250 cm®) wurde durch BrockmaNNsches Al,O,
geschickt. Etwa 909, des Materials krystallisierten aus dem Durch-
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