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Vorwort.

"Jeder Wissenschaft liehe Fortschritt
ist ein Fortschritt der Methode."

Ein neu entdecktes spezielles Laboratoriumsverfahren er-
obert in rascher Folge Wissenschaft liche, und technische Gebiete,
bis es sich schlieBlieh erschdpft und von einem leistungsféhigeren
Arbeitsgang abgeldst wird. Die von dem genialem russischen 'Bo-
taniker Professor M. TSWETT ersonnene-Chroniatographische
Adsorptionsmethode’, welche das rdumlich getrennte Festhalten
von Bestandteilen eines Gemisches erlaubt, befindet. sich gerade
jetzt. am Beginn einer gléanzenden Entfaltung: sie bietet, dem
Forseher 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 zunachst die allgemeinen Grund-
lagen sowie die Ausfiihrungsformen der Chromatographie be-
sprochen, worauf, in einem bewuf}t. unvollstéandigen ,,Speziellen
Teil", Anwendungsbeispiele folgen. Die zusammengestellten Ver-
suchsvorschriften erstrecken sich auf sehr verschiedenartige
Korperklassen und dirften im Hinblick auf die recht uniber-
sichtliche Lage der Literatur nutzlich sein. Wenn das behandelte
Gebiet mit der erwinschten Geschwindigkeit sich weiter ent-
wickelt, so wird in absehbarer Zeit ein erschopfender Bericht
ebensowenig zu schreiben sein, wie heute ein Referat z. B. Uber
die Anwendung von Destillations- oder Umseheidungsmethoden.

Bei der Zusammenstellung des Manuskriptes wurden wir von
den folgenden Herren durch Hinweise und Auskiinfte unterstitzt,
woflr auch hier gedankt sei: H. BROCKMANN (Gottingen), CH.
DHERE (Fribourg), A. v. GORKA (Pécs), A. E. GILLAM (Manchester),



Y Vorwort.

| . M. HEILBRON (Manchester), P. KARRER (Zlrich), R. KUHN
(Heidelberg), E. LEDERER (Leningrad), W. RUHLAND (Leipzig),
A. stoLL (Basdl), G. TOTH (Pécs), P. TUZSON (Pécs), J. WAL -
DENSTROM (Uppsala), R. WILLSTATTER (Munchen) und A. WIN-
TERSTEIN (Basel).

Blattert man im nachfolgenden Text, so durfte ofters der
Eindruck entstehen, dafd nicht die festgelegten Ergebnisse am
interessantesten sind, sondern die =zahlreichen Lucken, von
welchen man in theoretischer oder praktischer Richtung zur
Weiterarbeit angeregt wird.

Pécs, im Dezember 1936.
Die Vefas.
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Allgemeiner Teil.

Erstes Kapitel.
Grundlagen.

»Wie die Lichtstrahlen im Spektrum,
so werden in der Calciumcarbonat- Saule
die verschiedenen Komponenten eines
Farbstoff gemisches gesetzméRig ausein-
andergelegt und lassen sich dann qualita-
tiv und quantitativ bestimmen." (Tswett)

Uberblickt man den Werdegang der organischen Chemie und
der Biochemie, so fallt auf, wie oft eine gewaltige Steigerung der
Arbeitsmdéglichkeiten von physkalischer 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 |aBt sich sagen, daB fir die Ver-
arbeitung von hochempfindlichen Stoffen Uberhaupt nur physi-
kalische Wege offenstehen.

Es diurfte weniger allgemein bekannt sein, daf3 das Studium von
organischen Farbstoffen und spéter auch der farblosen und
schwachgeférbten Kohlenstoff Verbindungen durch eine originelle,
von TSWETT 1906 verdffentlichte Auglhrungsform der Adsorptions-
analyse in friher ungeahntem MaRe erleichtert wurde. Diese als
» chromatographisches ~ Verfahren”, kurz , Chromatographie®  be-
‘zeichnete, einfache Methodik sowie ein Abri3 der von der TSWETT-
schen Idee ausgeldsten wissenschaftlichen Bewegung bildet den In-
halt der vorliegenden Schrift.

Schittelt man die gemeinsame Lésung von mehreren, stark
geféarbten Verbindungen mit einem geeigneten Adsorbens, so findet,
jenach den Mengenverhéltnissen und denAdsorptionskoeffizienten,

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 1



2 Grundlagen.

eine Verteilung zwischen den beiden Phasen statt. Gilnstige 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 Verfligung steht. Ganz anders,
namlich viel ginstiger liegen jedoch die Verhdltnisse, falls die
Durchstrémung des Adsorbens nur in einer, definierten Richtung er-
folgt.

I n seiner grundlegenden Versuchsreihe goR TSWETT den petrol -
atherischen, aus griinen Bléattern bereiteten Auszug auf eine, in ein
vertikal gestelltes Glasrohr eingestampfte Saule von pul verférmi-
gem Calciumcarbonat und stellte fest, dal3 der scheinbar homogene
Pigmentinhalt der allmahlich durchsickernden L6sung sich alshald
zerlegt: im oberen Saulenteil erschien eine gelbe Scheibe, knapp
darunter ssh man zwei gringefarbte Zonen, wahrend drei andere,
gelbe Komponenten weiter nach unten vorgedrungen sind und
erst in den tiefer liegenden Bezirken des Carbonats hangen blieben.
Noch viel schoner gestaltet sich das , Chromatogramm, wenn man
betréchtliche Mengen des reinen Lésungsmittels nachgiefdt. So
wird das Bild ,,entwickelt": weiRe Zwischenrdume erscheinen und
verbreitern sich, indem die einzelnen Farbstoffkomponenten mit
ungleichen Geschwindigkeiten nach unten wandern. Eine gelbe
Verbindung (Carotin) passierte die ganze Kolonne und gelangte 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 TSWETT die Séule und loste die individuellen
Farbstoffe einzeln heraus, z.B. durch Zufligen von Sprit. Nachdem
das entfarbte Adsorbens aus den getrennten Anteilen durch Filtra-
tion ausgeschaltet wurde, standen die einheitlichen Pigmentl6sun-
gen zur Spektroskopie sowie zur chemischen” Untersuchung bereit.
So verwirklicht sich ein Wunschtraum des Chemikers: Stoffe, die
friher im Gemisch vorlagen, werden mit dem Messer voneinander
geschieden.

Der einfache chromatographische Ver such besteht demnach aus den
folgenden Operationen:

Vorbereitung der Séaule, durch Einstampfen des Adsorptions-
mittels.



Adsorptionsversuch. 3

AufgieBen der zu untersuchenden Ldsung.

Entwickeln zum fertigen Chromatogramm, durch Einflihrung
eines Ldsungsmittels.

Auspressen der Saule aus dem Robhr,

Zerschneiden der Séule, entsprechend
den ausgebildeten Schichten.

Elution der einzelnen S&ulen teile.

Entfernen des leeren, nun pulvrigen Ad-
sorptionsmittels durch Filtration. *

Weitere Verarbeitung der einzelnen Fil-
trate (physikalische Messungen, Isolierung
des Stoffinhaltes, Elementaranalyse usw.).

Selbstredend kann der Arbeitsgang in
mannigfacher Weise abgeandert werden, wo-
rauf wir noch zurickkommen. Wie man aber
auch die Ausfihrungsform variieren mag,
zeigen sich entscheidende Vorteile gegenlber
dem klassischen Verfahren, das im Schutteln
einer Losung mit pulverférmigem Ad Sorbens
besteht. Nach der &lteren Methode bleibt
man namlich bis zum Schlisse des Adsorp-
tionsVorganges nur mangelhaft orientiert,
wahrend ein Blick auf das Chromatogramm
geniigen wird, um den jeweiligen Stand der AP Ela?tgﬁ’s?gggrﬁ?cmh
Versuchslage festzustellen. TSWETT (Zonen im far-

Ganz besonders tritt die Uberlegenheit 23 Qndinel von obeh
der Chromatographie hervor, wenn man be- [in der Wiedergabe un-
denkt, bis zu welchem Grade eine Auf- S'r%h,fﬁiﬂmau?r;g'u g:ﬂf
teilung maglich ist: gelb).

_—--+ Gesamtadsorbat

Schiteln mit dem Adsorbens ., Nicht adsorbiertes (in Losung)

Komponente mit der starksten
2~ Adsorptionsaffinitat
~~ _~ Komponente mit der zweitstark-
TswETTsche ddeorptlions- .~ sten Adsorptionsaffinitéat

methode ~~~-» Komponente mit der drittstark-
sten Adsorptionsaffinitat usw.
w Nicht adsorbiertes (durch die

Saule gelaufen: Filtrat)

| *



4 Grundlagen.

Wahrend also im Schittelverfahren zunéchst nur eine Zwei-
teilung erreichbar ist, gelangt man auf chromatographischem Wege
sofort zu einer viel feineren Fraktionierung. Inverwickelten Féllen
kann das Chromatogramm aus Dutzenden von Schichten bestehen
(Abb. 44, S. 196).

Die Grenzlinie zwischen den beiden Methoden wird indessen
weniger scharf,.wenn man das Gesamtadsorbat anteilsweise eluiert,
also das Pulver bzw. die nicht zerschnittene Adsorptionsséaule zu-
nachst mit einem schwacheren, dann nacheinander mit immer
starker wirksamen Elutionsfliissigkeiten behandelt. So lassen sich
in gunstigem Falle die Bestandteile des fixierten Stoff Vorrates
einzeln ablésen. Aber auch dann ist der Gebrauch der TSWETT-
schen Kolonne bequem, aus welcher das Eluat selbsttatig abflielt.

Ein Ubergang zwischen den beiden Hauptausfiihrungsformen der
Adsorptionsanalyse besteht ferner darin, da man keine schlanke
Séule baut, sondern das Pulver auf eine Nutsche schichtet und dort
die fraktionierte Elution vornimmt. Allerdings muf3 man dann auf

eine visuelle Verfolgung der im Adsorbens sich abspielenden Vor-
gange meist verzichten.

Anwendungsbereich.

Es ist eine selbstversténdliche Voraussetzung fir die Anwend-
barkeit der Chromatographie, dal3 die in der Saule festgehaltene
Substanz keine chemische Anderung wéahrend der Adsorption er-
leide. Diese Forderung ist in einer Uberraschend groRen Anzahl
von Fallen tatséchlich erfullt, doch sind der Methode natirlich
auch gewisse Grenzen gesteckt. Vor allem kann es vorkommen,
daR das basische oder saure Adsorbens z. B. unter Bildung oder
Zerlegung eines Salzes reagiert. Diese reversiblen Vorgange sind
meist wenig stérend, wenn sie richtig erkannt wurden.

Gelegentlich der Verarbeitung von Organausziigen haben wir
manchmal beobachtet, daf die Losung in der Kolonne aschehaltig
wird; betreffend A1,0; s. die Angaben von EULER und SCHLENK.

Bei empfindlichen Stoffen kann es aber auch vorkommen, daf
die Substanz, namentlich, wenn nichtrasch genug gearbeitet wird,
in der Adsorptionssaule verdirbt. So &Rt sich z.B. das Chlorophyll
auf Puderzucker sehr gut chromatographieren, es erfolgt jedoch
teilweise Zersetzung, wenn man Talcum nimmt (WINTERSTEIN und
STEIN 2). GRASSMANN hat beobachtet, dal3 die Fluorescenzerschei-
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nungen von chromatographisch festgehaltenen Gerbstoffextrakten
innerhalb 1—2 Tagen sich bedeutend &ndern konnen. Nach
RUGGLI und JENSEN (1) tritt bei gewissen Triphenylmethanfarb-
stoffen in der Aluminiumoxyd-S&ule eine Aufhellung ein, offenbar
infolge einer allmahlich fortschreitenden Hydrolyse. An Alumi-
niumoxyd, aus schwach saurer Lésung adsorbierte Pterine werden
an der Oberfléche des Adsorbens rasch zerstort; auf Frankonit sind
se stabil (SCHOPF und BECKER).

Im Speziellen Teil wird auf S. 93 die partielle |somerisation von
Carotin unter der Einwirkung von Adsorptionsmitteln ausfihrlich
besprochen (GiLLAM und EL RIDI 1—3), ebenso auch auf S 178
das Auftreten von farbigen Zonen wéahrend der Adsorption von
Vitamin-A-Konzentraten (nach CASTLE, GILLAM, HEILBRON und
THOMPSON). Dal cis-trans-Umlagerungen in der Saule mdglich
sind, folgt z. B. aus der Arbeit von TAYLOR und LAVINGTON.

Es sei hier betont, daf von den soeben erwahnten Grenzlinien
ein ungeheures Gebiet der glatten Anwendbarkeit der Chromatographie
umrahmt  wird.

Ohne noch auf methodische Griffe einzugehen, seien die chro-
matographisch derzeit |6sbaren Hauptaufgaben kurz besprochen,
um zu zeigen, in welchem Umfang die Ubliche organisch-
chemische Laboratoriumstechnik mit Hilfe des TSWETTSCHEN Ver-
fahrens gefordert und vereinfacht werden konnte. Dies ist nament-
lich auf folgenden Gebieten der Fall:

a) Prufung eines Stoffes auf Einheitlichkeit.

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

¢) Anreicherungeines in sehr groRRer Verdiinnung vorliegenden
Naturproduktes.

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

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

f) Kennzeichnung und Kontrolle von Handelswaren.

a) Priufung enes Soffes auf Einheitlichkeit.

Eine Substanz ist in chromatographischem Snne einheitlich,
wenn sie in der Adsorptionssaule sich nicht zerlegen la/.
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Diese Homogenitat bedeutet in auflerordentlich zahlreichen
Féallen wirklich chemische Reinheit, da — nach der bisherigen Er-
fahrung — die Stérke der Adsorptionsaffinitaten in weit hdherem
Mal%e von dem Molekilbau abhéngt, as die zur Einheitlichkeits-
prifung meist herangezogenen Merkmale, wie Schmelzpunkt,
Siedepunkt, Spektrum u. dgl. Namentlich sind die Lddichkeits-
unterschiede von nahe verwandten chenfischen Individuen gering-
flgiger als die Differenzen in der Adsorbierbarkeit.

Man sollte daher fraktionierte Krystallisationen, wo nur tun-
lich, durch einen chromatographischen Versuch ersetzen.

Wegen der hohen Selektivitat der Oberflachenkréfte erzielt man
nach dem TSWET Tschen Prinzip sehr oft auch dort eine Aufteilung,
wo die Ubliche Technik versagt hat. Nicht selten stellt es sich auch
heraus, dal} ,reine" Handelschemikalien weit davon entfernt
sind, chromatographisch einheitlich zu sein. Je mehr Schritte bei
der Fabrikation erforderlich waren, eine um so grofiere Wahr-
scheinlichkeit spricht fir die Heterogenitédt des Endproduktes.

Uber die Grenzen der Einheitlichkeitsprobe sei hier folgendes
angefihrt.

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

Die Einheitlichkeitsprobe a3t sich tbrigens noch etwas weiter
treiben, wenn man die sich nicht aufteilende Scheibe dennoch in
mehrere Regionen zerschneidet, welche dann nach physikalischen
oder chemischen Methoden einzeln gepruft werden. Es kommt
nadmlich vor, dal3 die verschiedene Adsorbierbarkeit zwar die Tei-
lung des Materials veranlaldt, aber zur Aushildung einer leeren
Zwischenschicht nicht reicht.

In anderen Grenzféllen begegnet man der Schwierigkeit, da
ein einheitlicher Stoff dennoch ein heterogenes Bild in der Saule
liefert. Hierzu fihrt z. B. die oben erwéhnte, manchmal vor-
kommende Bildung oder Zersetzung eines Sazes, wie dies z. B.



Anwendungsbereich. 7

auf S. 146 nach KARRER und STRONG fur Anthocyane gezeigt wird.
Ausphysikalischen Griindenist Chromatograph ische Uneinheitlich-
keit bei stark polydispersen Farbstofflésungen zu erwarten, doch
steht eine genauere Priifung solcher Verhaltnisse noch aus.

Scheinbare Heterogenitat, S. 139.

b) Feststellung der Identitét bzw. der Verschiedenheit von zwel
Verbindungen.

Ist die Frage nach der ldentitat zu entscheiden, so bereitet
man eine gemeinsame Ldsung der beiden Stoffe, welche ad-
sorptionsanalytisch gepruft wird. Es ist dann ohne weiteres er-
sichtlich, ob das Chromatogramm nur aus einer einzigen Zone be-
steht oder ob eine Zweiteilung des Gemenges stattgefunden hat.
Das , Misch-chromatogramm” ist der Bestimmung des Misch -
Schmelzpunktes an die Seite zu stellen, undsie erfordertin gilinstigen
Fallen kaum mehr Substanz als jene altbewdahrte Identitéatsprobe.

c) Anreicherung eines in sehr groRBer Verdiunnung vorliegenden
Naturproduktes.

Bei biochemischen Untersuchungen leistet wohl kein Arbeits-
gang in dieser Hinsicht mehr als das Chromatograph ische Ver-
fahren. Man lalit mehrere Liter oder Hektoliter Lésung durch eine
entsprechend gewahlte, relativ kleine S&ule sickern und verwirft
das Filtrat. So wird der Versuchsmalstab mit einem Schlage ver-
kleinert, ohne daf3 ein langwieriges und bei empfindlichen Sub-
stanzen bedenkliches Eindampfen ndtig gewesen wére.

Meist wird man das gesamte hangengebliebene Material zu-
néchst ohne weitere Aufteilung eluieren, zwecks Vornahme einer
genaueren Prifung, oder man l6st die Komponenten anteilsweise
heraus. Das Konzentrat wird adsorptionsanalytisch oder nach
einer anderen Methode verarbeitet.

Betspiel. Isolierung von Farbstoffen aus 5000 1 Harn, nach Ko-
SCHARA (1—5), S. 136.

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

Diese Hauptrichtung der Chromatographie erméglicht die L 6-
sung von sehr verschiedenartigen Aufgaben, und sie umfaldt eine
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mannigfaltige Versuchstechnik, die an dieser Stelle nur kurz um-
rissen werden soll.

Bekanntlich arbeitet die organisch-analytische Chemie in
steigendem Malle mit kleinen Substanzmengen. Der gewaltige An-
sto, den die Einfuhrung der PREGLschen Mikroanalyse nament-
lich der Biochemie gegeben hat, wirkt sich in fruchtbarer Weise
derart aus, dal} zur quantitativen Ermittlung des Molekular-
gewichtes sowie einer Anzahl von Elementen und Atomgruppen
nur mehr wenige Milligramme Substanz notwendig sind. Das
moderne Rustzeug der Mikroanalyse konnte indessen nicht voll
ausgenutzt werden, solange kein allgemeines Verfahren weiteren
Kreisen bekannt war, zur préparativen Reindarstellung von ge-
ringen Stoff mengen bzw. zu deren Abtrennung von &hnlichen Ver-
bindungen oder aus einem kompliziert zusammengesetzten Ge-
misch, fraktioniertes Krystallisieren fuhrt im Falle sehr kleiner
Substanzmengen meist nicht zum Ziel, und es bietet oft keine
Handhabe zur Uberpriifung der Einheitlichkeit des Endpraparates.

Diese methodische Lickewird von dem TSWETTschen Arbeits-
gang auf das glicklichste ausgefiillt. Chromatographisch bereitete
und in der Saule als homogen befundene K drper stehen zur Mikro-
analyse bereit.

Selbstversténdlich kann aber der Versuchsmafistab vergrofert
werden; schon jetzt arbeitet man in einzelnen Laboratorien, wenn
nétig, mit mehreren Kilogrammen Adsorbens, in einem Ansatz,
Auch der Einfihrung der TSWEEschenMethode in den Fabrik-
betrieb steht in geeigneten Fallen nichts im Wege, so dal} eine
entsprechende Ausdehnung der Patentliteratur mit Bestimmtheit
vorausgesagt werden darf.

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

In der Laboratoriumspraxis wird ein praparatives Erfassen der
homogenen Teill6sungen manchmal unterbleiben miissen, namlich
z.B. dann, wenn die von der "Natur dargebotene Substanz nicht
einmal fir eine Mikroanalyse hinreicht. Auch sonst begniigt man
sich oft mit dem Nachweis und mit der Bestimmung des Stoff-
inhaltes, welcher in den Teileluaten vorliegt. Hierzu sind alle ge-
brauchlichen Verfahren brauchbar. Gerade darin besteht ja ein

und zu
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Vorteil der hier behandelten Methodik, dall man, zumindest in
einfacheren Fallen, 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 geférbten
oder farblosen Substanzen greift man zu anderen Methoden, unter
Umstéanden auch zum Tierversuch.

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

Zur Loésung derartiger Aufgaben genligt ein vereinfachter Ver-
suchsgang, indem nur die Hauptzone bearbeitet wird, wahrend
man die sonstigen Saulenteile verwirft. War eine vollkommene
Reinigung beabsichtigt, so ist die Adsorptionsanalyse bis zum voll-
standigen Verschwinden der Nebenzonen zu wiederholen. Selbst
wenn die Saule nur so belanglose leere Zwischenrdume aufweist,
daR eine scharfe Abteilung durch Zerschneiden nicht méglich ist,
verbessert man den Reinheitsgrad durch Wiederholung der Chro-
matographie in steigendem MafRe, da die absolute Menge der
Begleiter rasch abnimmt.

~ Besonders einfach gestaltet sich der Versuch, wenn aus einem,
in seiner Hauptmenge farblosen Préparat ein Pigment auszu-
schalten ist, dessen Schicksal man mit dem Auge verfolgen kann,
oder wenn die Adsorptionsaffinitdten von Haupt- und Neben-
komponente so stark voneinander abweichen, dal eine der beiden
leicht durch die Kolonne l&uft und quantitativ in das Filtrat ge-
langt.

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

Beispiele S 163.

f) Kennzeichnung und Kontrolle von Handelswaren.

Da einem kauflichen Produkt bestimmter Herkunft und Quali-
tat (sofern es loslich .oder extrahierbar ist) ein ganz bestimmtes
Chromatogramm zukommt, bieten sich auch fir die Warenkunde
(u. a. fur die praktische Pharmazie) vielfache Hilfsmittel. Hier
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besteht die Aufgabe nicht darin, irgendwelche Trennungen vor-
zunehmen, sondern um die moglichst scharfe Kennzeichnung des
Materials und eventuell um die Aufdeckung von Verféschungen.
Im Verlaufe solcher Adsorptionsanalysen wird man nicht selten
auch dieauf S. 71 ertrterte Ultraviolettbelichtung der Séule vor-
nehmen.

Als ein Ansatz in dieser Richtung erscheint die Arbeit von
GRASSMANN sowie von GRASSMANN und LANG (S. 188). Die von
ihnen bereiteten Chromatogramme waren in einigen Féallen zur
raschen Unterscheidung von Gerbstoffen verschiedener Herkunft
geeignet. Ferner sai die Aufmerksamkeit auf Angaben von RUGGLI
und JENSEN (1, 2) gelenkt, betreffend Beurteilung gewisser Teer-
farbstoffe (S. 152). Chromatographischer Nachweis von Verfdl-
schungen des Weines: S. 148 (MOHLER und HAMMERLE).

Zur Geschichte.

Als 1910 das zusammenfassende Werk von TSWEeTT (1), ,Die
Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt", erschien, ist das
1906 eingefiihrte chromatographische Verfahren auRerhalb seines
Laboratoriums kaum angewandt worden. TSWETT zitiert ledig-
lich Arbeiten von KRANZLIN sowie von STOKLASA, BRDLIK und
ERNEST, welche teils polemischen Inhaltes sind. Wie bereits er-
wahnt, ist die ganze Entwicklung der neuen Methodik von dem
Studium des Blattgriins ausgegangen. TSWETT war von der Trag-
weite seiner Entdeckung und von der Zuverlassigkeit des Ver-
fahrens so tief Uberzeugt, da3 er — obwohl seine Versuche nicht
bis zur Isolierung von Praparaten gediehen sind — trotz aller An-
griffe daran festhielt, da das Chlorophyll ein Gemisch zweier
Komponenten ist, ebenso das damalige Phaophytin. Gleichfalls
auf Grund chromatographischer Beobachtungen erklért TSWETT,
daR das sog. , krystallisierte Chlorophyll" kein Naturprodukt sein
kann und aus zwei Bestandteilen bestehen muR. Er erkennt, dal3
der Unterschied zwischen krystallisiertem und amorphem Chloro-
phyll mit der Dualitét des nativen Pigments nichts zu tun hat
(TSWETT 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, dafl3
das erwahnte TSWETTsche Buch nur in russischer Sprache ge
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druckt wurde. Man kann das von 1906 bis 1931 reichende Viertel-
jahrhundert as die Latenzzeit in der Geschichte der Chromato-
graphie bezeichnen.

Einige, nachfolgend erwéhnte, vereinzelt gebliebene Ab-
handlungen stammen aus dieser Frihperiode.

, Wohl der erste Forscher, von dem die Bedeutung der TSWETT-
schen Methodik erkannt wurde, war DHERE, in dessen Labora-
torium die adsorptionsanalytische Arbeitsweise seit 1911 in Ge
brauch steht. Er liel? von seinen Schilern ROGOwWsKI und VEGEZZI
Experimentaluntersuchungen ausfiihren, u. a. (ber die Bestand-
teile des Blattgriins, Uber Schneckenleberfarbstoffe, (ber das
alte ,Tetronerythrin" usw. Gleichzeitig wurden biochemisch
wichtige Versuche von PALMER (meist mit ECKLES) mitgeteilt,
betreffend die Chromatographische Untersuchung des Milchfett-
pigments sowie anderer pflanzlichen und tierischen Produkte
(1913—1914). Auch hat PALMER (1) in seiner, in englischer Sprache
verfal3ten Monographie nachdriicklich auf die TSWETTsche Idee
hingewiesen (1922).

Etwas spétere Arbeiten stammen von COWARD (1924), ferner
von LIPMAA (1926) und betreffen Blumenausziige bzw. die Schei-
dung von Rhodoxanthin und Xanthophyll.

Die Blitezeit der Chromatographie datiert seit 1931 und ist vor
allem durch die Ubertragung der Versuche in den préaparativen
MaRstab gekennzeichnet.

TSWETT arbeitete mit kleinen Stoffmengen und pflegte die
gelosten Farbstoffe nicht abzuscheiden. So kannte man ihie Kry-
stallisierbarkeit kaum und sie gelangten auch nie zur chemischen
Analyse. Deshalb blieb manche gute Beobachtung unbemerkt oder
sewurde stillschweigend angezweifelt. Dald aber bereits TSWETT (1)
die praparative Anwendbarkeit der Chromatographie bewuf3t war,
zeigt u.a. sein Versuch, in welchem die I solierung von ,, Lecithin' -
Krystallen aus frischem Eigelb durchgefiihrt wird.

Derartige, vereinzelte Beobachtungen sind indessen ohne all-
gemeineren EinfluB auf die chemische Arbeitsweise geblieben. Das
TSWETTche Verfahren gewann erst zu einem Zeitpunkt Aktualitat,
as aus den klassischen Enzymforschungen von WILLSTATTER und
seiner Schule bereits bekanntgeworden war, da3 man durch plan-
malig geleitete Adsorptionen und Elutionen Uberraschend feine
strukturelle Unterschiede préparativ erfassen kann.
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Die Chromatographie wurde anfangs 1931 von KUHN und
LEDERER, Sowie von KUHN, WINTERSTEIN und LEDERER mit Er-
folg in die praparative 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 a- und [-Carotin, wahrend die letztgenannten
Autoren aus verschiedenen Pflanzenteilen Lutein gewinnen und
den Eidotterfarbstoff aufteilen konnten. So ging die 1910 ge
machte Voraussage von TSWETT (1) in Erfullung: , Sehr mdglich,
dal3 das Blattcarotin kein chemisches Individuum ist, sondern ein
Gemisch von zwei oder von einigen Homologen, welche man mit
Hilfe der Adsorptionsmethode voneinander scheiden konnte, unter
Benutzung geeigneter Adsorbenten.” — Noch Ende 1931 hat
PETTER, wohl unabhéngig von den erwéhnten Forschern, die Auf-
teilung von Bacterio-ruberin vorgenommen, gleichfalls in prapara-
tivem Mal3stab.

In den letzten Jahren verhalf die préparativ angewandte Chro-
matographie, namentlich in den Hénden von KARRER sowie von
KUHN, feiner von WINTERSTEIN u. &, vor alem die Chemie der
Carotinoide zu einem neuen Aufschwung, so dai3 diese Methodik aus
dem erwdhnten Gebiet gar nicht mehr weggedacht werden kann.
Die Versuche erstrecken sich nicht nur auf héhere Pflanzen, son-
dern auch auf Algen-, Pilz- und Bakterienfarbstoffe (CHARGAFF,
HEILBRON, KARRER, LEDERER, WILLSTAEDT u. &) sowie auf das
tierische Lipochrom (BROCKMANN, V. EULER, HEILBRON, KARRER,
KUHN, WILLSTAEDT, WINTERSTEIN, ZECHMEISTER und TUZSON
usw.).

Es lag nahe, auch das wichtigste Pflanzenpigment, das Blatt-
griin, einer modernen Bearbeitung zu unterziehen. Die schon von
TSWETT nachgewiesenen, aber erst von WILLSTATTER und STOLL
isolierten und néher 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. FISCHER hingewiesen. Dal? auch das Gebiet der
physiologisch wichtigen Flavine (KARRER, KOSCHARA, KUHN)
sowie anderer Naturfarbstoffe entscheidende Forderung erhielt,
wird noch spéter darzulegen sein. Die Aufteilung von wasserlos
‘lichem Anthocyan ist kiirzlich KARRER und STRONG gelungen.
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Qualitative Versuche uber kiinstliche Farbstoffpraparate stam-
men bereits von TSWETT (1); er hat aus petrolédtherischer Ldsung
z. B. kaufliches Fettblau und Sudan | | | in mehrere Zonen zerlegt.
Wasserl6sliche und sonstige Teerfarbstoffe wurden von RuuGLI und
JENSEN (1,2) verarbeitet.

Ein unerschopfliches, methodisch eben erst erschlossenes Ge-
biet umfaldt die Untersuchung und Aufteilung von farblosen Sub-
stanzen in der Séaule. Auch diesbeziiglich findet man Tastversuche
bei TSWETT (1), die aber nicht weit gediehen und in Vergessenheit
geraten sind. Jingst wurden in die moderne Arbeitstechnik ver-
schiedene Kunstgriffe eingefiihrt, um die Schichtung sichtbar zu
machen, damit der Gang des Versuches besser verfolgt und das Zer-
schneiden der Sdule planméfig vorgenommen werden kénne. Nahe-
liegend sind Farbreaktionen, die mit Filtraten, Eluaten, aber auch
in der Kolonne selbst sich ausfiihren lassen. Ganz besonders ent-
wicklungsfahig ist die Belichtung des Adsorptionsrohres mit der
Quarzlampe, wodurch man oft in die Lage kommt, verschieden-
artig fluoreszierende Scheiben zu unterscheiden (,,Ultra-chromato-
graphie"). 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, se erfordern aber
meist eine entsprechend umgestaltete Versuchsfiihrung. Leit-
gedanken hierzu verdankt man KOSCHARA.

Es war im obigen nur beabsichtigt, die geschichtliche Ent-
wicklung mit wenigen Zigen zu umreiRen. Im Speziellen Teil
findet man nihere Angaben iber den derzeitigen Anwendungs-
bereich der Methode. Eswird von dort aus ersichtlich sein, dal
das Adsorptionsverfahren ein unentbehrliches Hilfsmittel auch bei
zahlreichen Synthesen geworden ist. Was ferner die biochemisch
und biologisch wichtigen Stoffe betrifft, so werden die groRen Fort-
schritte auf dem Vitamingebiet hervorzuheben sein. Bekanntlich
hat KARRER (mit MORF und SCHOPP) 1931—1933 reine A-Vitamin-
Praparate chromatographisch gewonnen (s. auch die Forschungen
von HEILBRON, HOLMES und ihrer Arbeitskreise). Das Vitamin D3
wurde jlngst von WIND AUS, SCHENCK und WERDER as Kunst-
produkt, von BROCKMANN (3) aus einem Leberdl mit chromato-
graphischen Hilfsmitteln bereitet. Auf dem Gebiete der Enzyme,
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Co-Fermente, biochemischen Aktivatoren usw. erdffnet sich fir
die Forscher ein breites Feld (vgl. EULER und ADLER; EULER
und SCHLENK).

Vorgénge, die mit der in einer Richtung erfolgenden Durchstr6-
mung der TswETTschen Kolonne vergleichbar sind und zu lokalen
Stoff anreicherungen fuihren, dirften auch im lebenden Gewebe anzutreffen
sein. Ferner kdnnen gewisse geologische Prozesse (nach TREIBS) von
diesem Gesichtspunkte aus betrachtet werden.

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-
fahrliche Zusammenfassung stammt von WINTERSTEIN (1); kirzere
Sammelreferate wurden von ARMSTRONG, COOK, DAM, HESSE,
LEDERER (1), SORENSEN (3), STIX, VALENTIN, WILLSTAEDT (1)
sowie von den Verfassern (1) geliefert (s. auch ZECHMEISTER 1).
Esist erfreulich, daR die chromatographische Methode bereits Ein-
gang in mehrere, fur das Hochschulpraktikum bestimmte Lehr-
bucher gefunden hat (BERNHAUER; 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 Adsorptionsaffinitdten mehrerer Stoffe, in gemeinsamer Ldsung,
gegeniiber dem gleichen Adsorbens. Die einzelnen Komponenten
schichten sich dann in der sinkenden Reihenfolge ihrer, auf die
Oberfl&chenspannung ausgelibten, vermindernden Wirkung. Uber
die bei der tblichen chromatographischen Arbeitsweise sich ab-
spielenden Teilvorgénge sei zusammenfassend folgendes ausgefihrt,
zumeist in Anlehnung an die Gedankengédnge von TSWETT (1).
Wir verfolgen der Einfachheit halber das Schicksal eines Farbstoff-
gemisches und mochten betonen, da die Chromatographie farb-
loser Substanzen grundsatzlich ebenso verlauft.

Betrachtet man die gesamte Aufnahmefahigkeit einer gege-
benen Adsorbensmenge als konstant, so werden sich um diese
Oberflachenkréfte alle in der Ldsung 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 starksten Affini-
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tat ausgestattete Farbstoffart festgehalten und hierdurch die ad-
sorbierende Oberflache , erschopft"”.

Dies ist in der Tat der Fall, wenn die auf die Saule gegossene
Losung zunéchst mit der obersten, hinreichend diinn gedachten
Scheibe in Berihrung kommt. Durch das Passieren der letzteren
ist also die Lésung nur in bezug auf ihren best-adsorbierbaren
Inhaltsstoff verdinnter geworden. Ansonsten blieb sie unver-
andert und tritt nun in die nachst-tief er liegenden Bezirke ein,
wo der Restbetrag der erwdhnten Substanz allméhlich erschopft
und festgehalten wird. Sofort Ubernimmt ihre Rolle eine andere
Verbindung, welche in bezug auf die Adsorbierbarkeit an die erste
Stelle vorgertickt ist und an der die stetig weiter sickernde Flssig-
keit bald ebenfalls verarmt, nachdem auch dieser zweite Farbstoff,
unterhalb des ersteren, sich in der Séule abgelagert hat. So lauft
das Spiel weiter, bis die Losung praktisch farblos geworden ist
und bis man schlief3lich, in der von oben nach unten geltenden
Reihenfolge der ausgebildeten Farbzonen, ein Schema der Adsorp-
tionsrangordnung erblickt, welche ale Komponenten der Roh-
[6sung umfafit.

Die gegebene Beschreibung der bei dem Zustandekommen des
Chromatogramms verlaufenden Vorgange ist indessen nur in
groben Zigen zufriedenstellend, und se harrt noch der Ergénzung
in bezug auf feinere Teilprozesse. Denn offenbar trifft die An-
nahme nicht streng zu, dal3 die Oberflache jedes einzelnen Korn-
chens von vornherein und ausschliellich die mit der grofiten
Affinitat ausgestattete Komponente binde. Vielmehr werden auch
Bruchteile des Ubrigen Farbstoffinhaltes in der Elementarschicht
héngen bleiben; se werden jedoch von der stetig nachfolgenden
,starksten" Komponente aus ihrer Adsorptionsverbindung ver-
drangt', sie verlassen die feste Phase und gelangen wieder in Ldsung.
Nach der Freilegung werden sie von dem Fliissigkeitsstrom in den
néachst-tiefer liegenden Bezirk mitgerissen, wo sie, voriibergehend
fixiert, wiederum eine Verdrangung erleiden. Dieser Anteil lagert
sich endguiltig erst ab, wenn nichts , Starkeres" mehr nachkommt,
wenn also der Farbring des Verdréangers in einem hoher liegenden
Saulen teil bereits fertig ausgebildet ist.

Die experimentellen Stutzen dieser Anschauung reichen bis zu
TSWETT zuriick. Auch wir hatten wiederholt Gelegenheit, diese
eigenartigen Verhaltnisse zu beobachten. So wurde z. B. die L6-
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sung eines homogenen, gelben Polyenfarbstoffes in die Saule ge-
fihrt, welcher in der Nahe des oberen Randes hangen blieb. Nach-
dem das Chromatogramm sich stabil ausgebildet hatte, haben wir
die Loésung einer zweiten, und zwar stérker adsorbierbaren, roten
Verbindung aufgegossen, mit dem Ergebnis, da3 der friher er-
haltene Farbring alsbald nach unten wanderte und seinen Platz
an das zweite Pigment abtrat (Abb. 31—32, S. 192). Wiederholt
man jedoch den Versuch in der umgekehrten Reihenfolge der
Farbstoffe, so findet eine derartige Verdréangung nicht statt: Die
Losung des spéter eingefiihrten (schwécher adsorbierbaren) gelben
Farbstoffes passiert jetzt den bereits fixierten roten Bezirk, um
eine tiefer liegende Stelle zu belegen. In beiden Fallen erhalt
man schlieflich das namliche Chromatogramm. Ahnliche Erfah-
rungen haben RUGGLI und JENSEN (1, dort S 636) an Azofarb-
stoffen gemacht.

Unter sonst gleichbleibenden Versuchsbedingungen ist also nur
die Rethenfolge der einzelnen Korper gegeben, wahrend der in dem
Adsorbens absolut eingenommene Platz jedes Farbstoffes von der
Art der Ubrigen abhéngt.

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 herausgel0st; die Verteilung zwischen den beiden
Phasen steuert in der Elementarschicht dem betreffenden Ad-
sorptionsgleichgewicht zu. Ist dasselbe erreicht worden, so ver-
[al3t die Losung, in bezug auf die Konzentration an dem betreffen-
_ den Farbstoff, unveréndert die Elementarzone. Sobald sie jedoch
auf pigment-freie Bezirke stofdt, setzt von neuem Adsorption ein
und nun laBt sich der Farbstoffinhalt von einer Reihe dinnge-
dachter Scheiben schliefflich vollstandig abfangen. Die Flissigkeit
fliefst also farblos weiter, nachdem ihr Pigmentgehalt, im Verlaufe
der erwahnten Vorgange, allmahlich von Null bis zu einem Grenz-
wert angestiegen ist, um wieder auf Null zu falen (TSWETT).

Solche Vorgange spielen sich an zahllosen Stellen der Ad-
sorptionssaule gleichzeitig ab. Jede Volumeinheit der Wasch-
flussigkeit |6st Bruchteile des Farbstoffes heraus und transportiert
sie nach einem tiefer Hegenden Bezirk der Kolonne. Das Integral
aller Tellprozesse kémmt in einem langsamen Abwartswandern
sdmticher Pigmentkomponenten zur Geltung. Es ist klar, dal3
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die Wanderung.der einzelnen Zonen, schon mit Riicksicht auf die
Verschiedenheit der Adsorptionskoeffizienten, mit ungleichen Ge-
schwindigkeiten einsetzen und verlaufen wird. Im allgemeinen
werden die am schwéchsten adsorbierten und leichtest eluierbaren
Komponenten am raschesten nach unten gefihrt. Da aber gerade
solche Farbstoffe schon von Haus aus die untersten Abschnitte
des rohen Chromatogramms gebildet haben, miissen sich die weil3en
Zwischenrdume wahrend des Entwickeins vergréfiern oder sie zeigen
sich Uberhaupt erst jetzt (Abb. 33, 34, 35, S. 193). Das Chroma-
togramm dehnt sich aus; die Einzelschichten werden schérfer
ausgepragt, sehr zum Vorteil des Experimentators, der nun die
aus dem Rohr gedriickte Séule zu zerschneiden hat.

Uber die darauffolgende Elution der individuellen Farbstoffe
aus den Saulen teilen sei folgendes bemerkt. Das geeignete Mittel
hierzu ist empirisch zu wahlen. Hat man im Hauptversuch z. B.
Schwefelkohlenstoff, Benzin, Petroldther, Tetrachlormethan an-
gewandt, so bewirkt nach TSWETT meist schon der Zusatz von
etwas Sprit sofortige Elution. Man erwarte natirlich nicht, da
eine Verbindung aus dem Medium, in welchem sie schwer |&slich
ist, leicht adsorbiert werde, wahrend gute Solventen zur Elution
geeignet seien. Oft zeigt sich gerade das Gegenteil; z. B. &Rt sich
das Carotin aus Benzin sehr gut chromatographisch festhalten und
‘mit Hilfe von Alkohol eluieren, obzwar esim ersteren Solvent ver-
haltnismafig reichlich, in dem letzteren so gut wie gar nicht |6s-
lich ist* Hier handelt es sich eben nicht um einfache L&sungs-
vorgange, sondern um die Zerlegung von Adsorbaten, wobei die
Verhéltnisse betreffend Oberflachenspannung und auch chemlsche
Faktoren mitwirken.

Ausblicke. Wenn auch die in der Kolonne sich abspielenden
Vorgange, was ihr Wesen anbelangt, versténdlich sind, so wére
ein weiteres Eindringen in die Probleme des behandelten Gedanken-
kreises erwiinscht, im Anschlu an die bekannte physikalisch-
chemische Theorie der Adsorptionen.

Es konnten Zusammenhdnge zwischen dem Verhalten eines
Stoffes in der TSWET Tsehen Saule und seiner physikalischen Kon-
stanten ermittelt werden, z. B. der Viskositét der Lésung; welche
im Verlaufe desVersuches zunéchst standig abnimmt. Auch missen
zu den Diffusionsgeschwindigkeiten und ferner zum Féarbevermégen
auf Faserstoffen Beziehungen bestehen. Die letzteren Probleme
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wurden von RUGGLI und JENSEN (1) angeschnitten. Es hat sich
in mehreren, aber nicht in alen untersuchten Fallen gezeigt, dal
Teerfarbstoffe, die in Gelatinelangsamer diffundieren, mittels Alu-
miniumoxyds leichter festzuhalten sind. Eine allgemeiner verwert-
bare Regelméaliigkeit erblickt man noch nicht.

Es fehlt eben an einer gut ausgearbeiteten theoretischen
Grundlage, welche auch fir den Spezialfall der TSWETTschen An-
ordnung nur im Rahmen der Elektronentheorie geschaffen werden
konnte. Die Bedingungen zur stabilen Festhaltung in der Séule
héngen auch hier u.a. von dem Molekilfeinbau des Lésungsmittels
ab; z. B. wird das Vitamin A aus dem homé&opolaren Cyclohexan
viel leichter aufgenommen als aus dem heteropolaren Chloroform
(BOWDEN und BASTOW).

Besonders dankbare Probleme bieten sich auf dem Gebiete
der Elutions- und namentlich der Verdrangungsvorgéange, wenn jene
auch keineswegs leicht vorauszusehen sind. Es handelt sich, sogar
im einfachsten Falle, um die Wechselwirkung von Adsorbens,
L 6sungsmittel und zweier geldsten organischen Verbindungen. Dal
nicht nur die Geschwindigkeit eines Verdrangungsvorganges von
der Beschaffenheit der festen Phase abhéngig ist, sondern auch
dessen Richtung, geht z. B. aus der (keineswegs alleinstehenden)
Angabe hervor, dal? die Kalksdule oben das Follikulin und in
einem tiefer liegenden Bezirk das Indirubin festhalt, wahrend auf
Tonerde eine umgekehrte Schichtenfolge beobachtet wurde (Du-
SCHINSKY und LEDERER). Das theoretische Studium verwickelterer
Vorgange, das ,,Vielkorper-Problem" der Chromatographie, er-
scheint ebenfalls als zeitgemali.

Eine andere Art von Verdrangung stellt sich ein, wenn gleich-
zeitig mit der Adsorption gewisse Atomgruppen aus der festen
Phase entfernt werden, um dem aufzunehmenden Stoff Platz zu
machen. Ein schones Beispiel hierflr wurde von KOLTHOFF,
V. FISCHER und ROSENBLUM (S. auch KOLTHOFF und ROSENBLUM)
am Bleisulfat studiert. Bindet dieses Adsorbens den Triphenyl-
methanfarbstoff Wollviolett 4 BN, so werden an der Oberflache
der festen Phase Sulfationen durch Farbstoffionen ausgetauscht:

PbSO, + Wollviolett —>PbWollviolett + SO,--
(Oberflache)  (Ldsung) (Oberflache)  (LOsung)

Die ersteren gelangen in die Losung, wo auch Natriumionen aus
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dem Farbstoff verblieben sind. Die Verwertung solcher Beob-
achtungen bei der Chromatographie wére erwinscht.

f‘sHa
S <( >~I\—LH, \______\—so,Na
T T e,
| OH
()
v
S(yNa Wollvlolett 4 BN.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da3 die physi-
kalisch-chemische Untersuchung von Teilvorgéangen, die speziell
in der TSWETTschen Saule verlaufen, noch ausbauféhig ist.

Zusammenhang zwischen Chromatogramm und
Konstitution.

Es befriedigt nicht, wenn man das Verhalten zahireicher Ver-
bindungen in der TSWETTschen Saule empirisch festlegt, sondern
es missen die Beziehungen zum molekularen Bau nadher erforscht
werden. Diese Arbeit ist noch wenig fortgeschritten, sie liefert je-
doch bereits einige Stiitzen fir den Experimentator, ndmlich die
Voraussage des Adsorptionsverhaltens fir bestimmte Falle sowie
auch Riickschlusse auf die Strukturformel, auf Grund eines chro-
matographischen Versuches.

Es wird noch systematisch zu prifen sein, wie feine Unter-
schiede fir die Trennung von zwei Substanzen hinreichen, inwie-
fern z. B. Sterecisomere im Chromatogramm auseinandergehalten
werden. Es sai in diesem Zusammenhang die gelungene Frak-
tionierung von cis- und trans-Bixin,ferner von cis- und trans-
Crocetin-dimethylester erwéhnt (WINTERSTEIN und STEIN 1,
WINTERSTEIN 1). '

Nachstehend werden Uber den Einflul von gewissen Atom-
gruppen auf die Stérke der Adsorptionsaffinitdt Angaben ge-
macht, so weit dies schon heute tunlich ist.
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1. Synthetische Polyene.

Die Poly-ene enthalten ein mehr oder minder langes System
von luckenlos konjugierten C-Doppelbindungen in offener Kette.
Die Vertreter dieser Reihe sind streng analog gebaut, so dal3 es
leicht ist, dagjenige Strukturelement herauszufinden, durch welches
die Adsorbierbarkeit spezifisch gesteigert wird. Es ist dies die
Athylenbindung. Je langer die erwahnte ungeséttigte Gruppierung
sich ausdehnt, um so stérker gibt sich die Adsorptionsaffinitét
kund, was theoretisch einleuchtend ist. Das Beispiel der von
KUHN und WINTERSTEIN (5) dargestellten Diphenyl-polyene, mit
der algemeinen Formel :

G Hy—(CH=CH),—C,H,
zeigt nach WINTERSTEIN und SceON {2) den Einfiufl, den der Mehr-

gehalt an einer einzigen Doppelbindung anf das Verhalten in der
Adsorptionssiule ausiibt (Tabelle 1):

Tabelle 1. Adsorptionsrangordnung der
Diphenyl-polyene,

Stirkste CoH;~—CH=CH-—CH=CH—CH=(H—CH = CH—(Hj
Ads. Diphenyl-octatetruen,
' CeH;—CH =CH—CH=CH—CH =CH—C,H,
Diphenyl-hexatrien.
CH;—CH=CH—CH=CH—CH,
Diphenyl-butadlen.
€, H,—CH=CH—CH,

Htilben,
achwichste CoH—CoH,
Ads, Dipheny!.

Nach der Entwicklung nehmen die genannten Homol ogen scharf
geschiedene Pldtze im Chromatogramm ein, was besonders schon
im ultravioletten Licht sich vorfiihren 1at: 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 adsorptionssteigernde Einflufd der konjugierten
Doppel bindungen bestehen. Nach RuGGLI und JENSEN (1) enthalt
das aus waldriger Losung bereitete Al,Oz-Chromatogramm, im
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Rahmen der von KUHN, WINTERSTEIN und BALSER studierten
(teils unverdffentlichten) Indolenin-Reihe, den blauen Farbstoff
oben, den gelben im untersten Bezirk. Auch hier laufen also Farb-
tiefe und Adsorptionsaffinitdt parallel (Tabelle 2):

Tabelle 2. Adsorptionsrangordnung einiger
Indoloninfarbastofie.

Stiarkste ~ CH, CH, CH, CH,
Ads, /\I_‘}C |~ N\

' | C=CH—CHB—CH—CH—CH—CH-CH—C @ !
NN YO

buy o X,

Tudolenin-blay.

CH, CH, CH, CH,
SN &N

o & CH—CH =~ CH—CH-=CH—& |
% oY

VAN
CH, e,
Indolcnin-violett,

CH, CH, CH, CH,
N : AN
.\/. d_on—cH—cut y

SN
}l/ ¥
2N
CH, ¢ TH,
Indclenin-rot {Astraphloxin).

CH,CH, CH,CH,
AN SN
| deencd ?

VY YWY

' |
schwiichsie ) CH, C( }H,
Adas. Indolenin-gelb,
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2. Natirliche Polyene: Carotinoide.

Wie bekannt, sind die Carotinoide fettldsliche, wasserunldsliche,
gelbe bis violette Farbstoffe, welche sich von dehydrierten Isopren-
resten ableiten. |hr ganz oder vorwiegend aliphatischer Charakter
kommt in den S. 25—27 stehenden Symbolen zum Ausdruck
(0, 1 oder 2 Jononringe). Von den oben besprochenen synthetischen
Polyenen unterscheiden sich die Carotinoide am auffallendsten durch
die mehrfache Verzweigung des Kohlenstoffskelettes (N&heres in der
Monographie von ZECHMEISTER 1).

Die Carotinoide im engeren Sinne (mit C,) bieten ein ge-
eignetes Material fir die angedeutete Untersuchung, betreffend
Adsorptionsverhalten und Struktur. Die allgemeine Gestalt des
Molekils ist bei samtlichen Vertretern dieser Pigmentklasse Uber-
einstimmend, ebenso die Lage und Bindungsart der 22 mittleren
Kohlenstoffatome. Auf Grund der Strukturformeln lassen sich
die folgenden Regeln ableiten (Tabelle 3—6, S. 23—27). Be sonst
analogem molekularen Bau ist die Adsorptionsaffinitdt starker, also
die in der Saule relativ eingenommene Selle hoéher liegend:

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

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

3. wenn im Falle identischer ungesattigter Systeme Hydroxyl
im Molekil vorkommt (Beispiel: Kryptoxanthin und B-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 fir die nativen Carotinoide, sondern
auch fir deren Kkinstliche Abbauprodukte, z. B. Carotinon und
Semi-R-carotinon (KUHN und BROCKMANN 6, 10:* Tabelle 7, S. 28).

Uber die Beziehung zwischen Farbe und Adsorptionsverhalten
s S 21, 30 und 92.

Die Haftfestigkeit eines Polyens an der adsorbierenden Ober-
flache geht also mit der GroRe derjenigen Kréafte parallel, die in
der alteren Chemie unter dem Begriff ,Partialaffinitat" zusammen-
gefaBt wurden. Dazu kommt noch die spezifische Wirkung des
Hydroxyls, welche z. B. auf CaCOj, Ca(OH), oder A1,0; viel stéarker
und wohl in ,chemischem*' Sinne zum Ausdruck kommt als der
Mehrgehalt an 1 konjugierten Doppelbindung. So nimmt das
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Lutein (mit nur 10 konj. F) einen héheren Platz in der Séule ein
as das Lycoxanthin (11 konj. F), wobei die grolkere Anzahl der
Hydroxyle (2 gegen 1) entscheidend ist (Tabelle 6, S. 26). Als
merkwirdig erscheint dort auch die Einordnung des Rhodoxan-
thins. Dieses Keton (12konj. F, daran anschlieflend 2 Carbonyle,
kein Hydroxyl) steht tiefer als die Polyenalkohole mit nur 11 C-
Doppelbindungen. Auch hier denkt man wohl an einen besonders
starken Anschlufl3 des Hydroxyls an das Adsorptionsmittel.

Wird die OH-Gruppe verestert, so sinkt die Adsorptionsaffinitéat
des Carotinoids in auf3erordentlichem Mal3e, so dad das Verhalten
an Sauerstoff-freie Polyene erinnert. In der Rangordnung steht
Zeaxanthin-dipalmitat (Physalien) nicht nur tiefer s Zeaxanthin,
sondern seine Adsorbierbarkeit wird sogar von dem Kryptoxanthin
Ubertroffen. 1 unverestertes Hydroxyl ist also weit stérker wirk-
sam as mehrere veresterte. Ferner kommt die gréRRere Lange des
konjugierten Systems auch beim Rhodoxanthin sofort zur Geltung,
wenn es z. B. mit frelem und mit verestertem Zeaxanthin ver-
glichen wird: in der Séule nimmt dasKeton eine Mittelstellungein. -

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

Die erste Adsorptions-Rangordnung auf dem Gebiete der Caro-
tinoide stammt von WINTERSTEIN (1) und ist in der Tabelle 3
wiedergegeben:

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

Am stirksten | Fucoxanthin . . C H,,0,
adsorbiert | Violaxanthin . . CyH,0,

DB Taraxanthin . . C Hg0, —

E Flavoxanthin. . CyH,0, Alkohole [ ¢3¢0 E

< | & Zeaxanthin . . C,H;0, ' B

v | 3 Lutein. . . . . C oo HeeOs g

B £ Rhodoxanthin . CH,0, Keton g

P 3 Physalien . . . C,H,,0, Ester B,

ﬁ & Helﬁnicn e . C»,sHu‘O‘ M r‘g

5 Lycopin . . . . CpHy, ; <

i< y-Carotin . . . C,pHy, Kohlen- ALO,
am schwichsten | §-Carotin . . . C,H,{ wasserstoffe
adsorbiert x-Carobin . . . CyuHy,
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Reiht man auch einige neuentdeckte Vertreter ein, so ergibt
sich fir die unveresterten, sauerstoffhaltigen Carotinoide der Reihe
C4 etwa die in der Tabelle 4 verzeichnete Schichtenfolge®:

Tabelle 4. Adsorptionsrangordnung von sauerstoffhaltigen
Carotinoiden (unverestert).

Am stirksten | Fucoxanthin . . Qg Hg 0, (Struktur unbekannt)
adsorbiert Capyorubin, . . O H,0, (Dioxy-diketon)

' Capsanthin. . . C,H,0, (Dioxy-monoketon)
Violaxanthin .. . Cy Hg 04| (8-—4-wertige Alko-
Taraxanthin . . C,,H,0,] hole}
Antheraxanthin CH,04

Potaloxanthin . C,H,,0, } {3-wertige Alkchole)
Flavoxanthin. ., C,,H;,0,

Lycophyll . . . C, H, Oy
Zeaxanthin. . . C.oHMO, {Z-wertige Alkohole)
Lutein. .o wHeO ,l
Lycoxanthin . . C,,H,0
Krypto- und } {1-wertige Alkohole)
am schwichsten Rubixanthin . ,,H,,0
wisorbiert Rhodoxanthin . G, Hy 0, {Diketon}

Die Tabellen 5 und 6 enthalten strukturell geklarte Caro-
tinoide und geben gleichzeitig deren Rangordnung.

Ahnlich liegen die Adsorptionsverhaltnisse bei gewissen kiinst-
lichen Abbauprodukten der Carotinoide (vgl. Tabelle 7, S. 28).

3. Mehrkernige aromatische Kohlenwasserstoffe mit kondensierten
. Ringen.

Es haben sich auch auf diesem Gebiete interessante Bezie-
hungen zwischen Molekilbau und Adsorptionsrangordnung er-
geben, welche auf Grund der Arbeiten von WINTERSTEIN und
SCHON (2, 3), ferner von WINTERSTEIN, SCHON und VETTER, von
WINTERSTEIN und VETTER sowie von WINTERSTEIN, VETTER und
SCHON folgend skizziert werden kdénnen.

Oft zeigt sich auch hier die RegelmaRigkeit, daf} der in der

! Nachstehende Kombinationen sind auf Grund der Literatur be-
arbeitet worden und konnten nicht unmittelbar in der Saule ver-
glichenwerden: Fucoxanthin—Capsorubin, Lycophyll—Flavoxanthin,
Antheraxanthin (und Petaloxanthin)—Flavoxanthin. Dieselben—
Lycophyll.
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‘tabelle 5. Adsorptionsrangordnung der natsiirliechen Polyen-kohlenwasserstoffe,

in Abhingigkeit von dem Molekiltbhau.

CH, CH, CH, CH,
e
'CH CH-—-CH=CH—~C CH—CH= CH—-C CH—CH=CH—-CH=C—CH=CH ——C—CH CH-—CH CH
CH, C—CH, CH, ) CH, CH, CH CHy — C CH,
H,y Oben: Lycopin (11 Xonjuglerte — 2 ksolterte F), C/I:In
CH, CH, C_H} CH,

C§\C-CH=CH———C--CH——CH CH—C=CH—CH=CH-CH= (,-—C'H—-(‘H—CH C—CH=CH—CH CH

CH, C—CH, CH, CH, . ¢H, CH, CH, ~C_ CH,
H, y-Carotin (i1 konjugierte - 1 lsolierte F). CH;
CH, CH, CH, CH,
\/ N

.

AN
Cﬁ C—CH:-CH———-C-CH—CH——CH—-C—-CH-—-CH“CH—-CH C—CH =CH—CH:= -C—CH= CH-—C CH,

CH, ¢-CH, ¢H, oH, CH, CH, CH,—_C /éH,

\ﬁH, #-Carotin (11 konjugierte + O isolierte F). H,
CH, CH, - ' CH, OH
3/ 3 \\C‘/ : ]

CH, (‘——-CH (‘H-—-(‘ -CH—('H={H—{=CH-CH- (‘H—-—(‘H_C—(‘H =CH—CH=C—(H= CH—CH CH,

|
CH, (‘—(‘Hs (:H,, CH, (‘H CH, CH,-C CH,
%

\CH . Unten: ‘-Carotin {10 konjugicrte +- 1 isolierte F). CH

UOHBINSUCY PUn WHIBISo}euIoIy,)

‘03
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‘Tabelle 8. Adsorptionsrangordnung von sauerstoffhaltigen Caroctinoiden, in Ab-

CH, CH, hiangigkeit von dem Molekalbau. CH, CH,

R

o SN
CH, 0=C (CH-CH-C=CH (CH~- CH—C—CH—CH—CH——CH C—CH——(.-H—CH-——C—-C]I =CH—C=0 (_;H,

1 |
HOCH /(.;H,-—-CH, CH, CH, CH, CH, CH,—CH, CHOH
i, Oben: Capsornbin ($ C-Doppelbindungen, konjuglert mit 2 Carbouylen = 12 kon- CH,
CH, CH, jugierte ,,Doppelbindungen**?; 2 Hydroxyle). CH, CH,

{Btruktur der Molekiilenden in Elnzelheiten nnsleher.)

AN Py
CH, C—-CH -CH—-C=CH—CH— OH—nC =CH-~-CH=CH—CH=C—CH=CH--CH=C—CH=CH—C=0 CH,

HOCH C-CH, CH, cH, CH, CH, CH CH, CI—IOH
H, Capsanthin (10 C-Doppelblndungen, konjugiert milt 1 Carbonyl = 11,5 konjugierte ]:—]_a
CH, CH, »Doppelbindungen't; 2 Hydroxyie). (H, CH,

(Strokinr dea rechten Molekiilendes unsicher.)

OH CH—CH= CH—C--(‘H—CH =CH—C=CH—CH=CHCH-(—CH=CH—CH= C—CH CH—CH CH

fi !
HOCH c—cn, CH, éu, b, CH, CH,—C CHOH
H. Lycophyll {11 konjuglerte L 2 isolierte O-Doppelbindungen; 2 Hydroxyle). "H,
CH, CH, - CH; CH,
e
C
N N
CH,, C—(‘H CH—C CH—CH _-(,H-—{' CH—(CH-CH—CH=-C (CH=CH—CH=C—-CH= CH—C CH,
| | I
HOCH C-——CH CH, (JH8 CH, CH; CH ——-C CHOH
\
2 Feaxanthin {11 konjuglerte C-Doppelbindungen; 2 Hydroxyle). CH,

BEET Carboxyl oder Carbonyl, welches init dem ungesdttigten System in lilckenloser Konjugation steht,
wirkt sich bei der Farbbildung (mach KuHN unwd WINTERSTEIN 6) s0 aus wie 11/, C-,,Doppelbindungen‘.

Auch in bezug auf die Adsorptionsaffinitit darf dies schematisch gesetzt werden.

[ =]
=

“uade[punay



CH, CH, CH, CH,
N ¥

CH, C—CH= CH—L CH—CH=( H—C CH—CH=CH-CH= C—-—CH—-CH—-(_'H.—GHCHFCH-CH CH,

HOCH C—CH, CH, (JH; CH, - CH, CH,~C CHOH
o 2
CH, Lntefn (Xanthophyll) (10 konjugierte + 1 isollerte C-Doppelbindungen; 2 Hydroxyle). CH
CH, CH, OH, CH,
N N
- C
fé' le CH—CHHCH—(‘_CH—-@'H-—CH-—(‘ =CH—CH- CH—CH=C—{H=CH—CH~=C—CH: —CH-OH CH
3 HOOE/HH, CH, CH, CH, CH, CHa-—G\/ CH,
g CH, Lycozanthin {11 konjugiette + 2 isolierte C-Doppefbindungen; 1 Hydroxsi). CH,
'E CH, CH, CH, CH,
2 R
£ CH, C—CH=CH—C=CH—CH=CH—0=CH—~CH~CH~CH=C—CH=CH—CH=C—C H~—CH—-C CHs
ﬁ HOCH C—CH CH, CH, (‘:Ha CH,, CHS-AC CH,
CHa Eryptoxanthin (11 konjugierte C-Dappelbindungen; L Hydroxyl). CH:
CH, CH, CH, CH,

(;H,C—-CH——CH-_L-—-CH—CH—-CH —C-CH=CH- -CH—-CH——C*LH—OH-—(.H—-C_ H—-C‘H—-(‘ cH,
0=C C—CH, CH, CH, CH, CH, CH,-C\ C=0

Y b

Upten: Rhod thln (1% C-Doppelbindyngen, koajugiert mit 2 Carbonylen = 15 ,,Doppellindungen®; kein Hydroxyl).

"UCKNY3SUCY] pun Wuwadorsuoay)
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Tabelle 7. Adsorptionsrangordnung von Oxyd&tiOnSproduktaﬁ des fi-Carotins.
CH CH CH; CH
s e _ _ s 2

T ' T
CH, O0=C—C HSCH-—-(E =CH—CH =CH»—-C=CH-—CH=CH—-CH =C0—-CH=CH—CH=C-CH=0H-C=0 CH,

| : | | |
CH, _C—cCH, CH, CH, CH, CH, CH,~C CH,
\\/ H \\/
CH, 0 : O CH,
Oben: J.Carotinon,

CH, CH, (,H, CH,
SN
HO c
AN
CH,, Q—-CH*CHaC:CH-—CH__CH—C*CH—CH::CH—CH —C—CH=CH—CH= (,—-CH—CH-C CH,
cx\r, C--CH, CH, CH, CH, CH, CHa-—C CH.
/
CH, 0}1 GH,
AQxy-carotin.
CH, CH : ' CH, CH
3 .3 _ \t/ 3
¢
Py e
cH, C—-CH~CH—C—-CH—CH-CH—C—(‘H—-CH_CH-CH C—CH= CH—-CH—C—CH-—CH—C_-O CH,
Il |
CH, (;—OH, (H, CH (‘Hs (‘H:, CH,—~C CH,
~/ T,
(H, 0 €4,

Uuten: gei-d-carotinou.

[d
[+ 4]

‘uaflepunay
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Saule (relativ) eingenommene Platz um so hoher liegt, je mehr
Doppelbindungen vorhanden sind. Besteht das Molekil ausschlief3-
“lich aus kondensierten Sechsringen, so bewirkt der gleichartige
Anschlul? eines neuen Ringes (damit die Steigerung des C-Ge-
haltes) eine Vermehrung der Doppelbindungen. Bei sonst gleich-
bleibender Struktur beobachtet man dann, dal die Schichtenfolge
im Aluminiumoxyd-Chromatogramm, von oben nach unten, mit der
Verminderung der Ringzahl parallel geht, z.B.:

Oben: Naphtacen CigHi,: 4 Ringe, 9 F (Formel 111),
Anthraeen Cy4Hio: 3 Ringe, 7 F (11),
unten: Naphtalin C,;H;: 2 Ringe, 5 F (I).

Nach dem gleichen Prinzip verlauft die Zonenbildung aus einem
Gemisch der folgenden vier Kohlenwasserstoffe, von denen Benz-
pyren im oberen Saulenbezirk, Phenanthren im Filtrat ange-
reichert wird, so dal3 eine Wiederholung des Adsorptionsversuches
schlieBlich zu einer anndhernd vollstandigen Trennung flhren
muf:

Ohen: 1,2-Benzpyren! CyH,,: 5§ Ringe, 10 F {VII),
Chrysen C,,Hy,: 4 Ringe, 9 F (VI),
Pyren CisHia: 4 Ringe, 8F (V),
unten: Phenanthren C, H,;,: 3 Ringe, TF (IV).
v \ NN \)
I. j18 III.
Naphtalin. * Anthrucen. Nuphtacen,
_/ / \/ \ / \‘/\
' L P
s N \/ /\‘/ NS \(\/\E
» | .
E / \ d L/\/ NN
Phenanthren Pymn Ghrye;eu. 1,2—Benni:yrun

{= 3,4 Benzpyren').

Als ein weiterer Beleg sei noch das folgende Chromatogramm
angefuhrt :

! Wird auch 3,4-Benzpyren genannt.
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Oben: 1,2:27,3-5,6:2",3"-Dinaphtanthracen Cy,H,.;: 7 Ringe,
15 F {X),
1,2.Benz-5,6-{2"-3"-naphto)-anthracen CyH,,: 6 Ringe,
13 F (IX), '
unten: 1,2,5,6-Dibenzanthracen C,,H,,: 5 Ringe, 11 F (VIII).

;

4 j 4
! .
m NS \:/ \l I/ NN
\/\‘/Y' NSNS l/\!/\/\/
L
1/W/L/\/l e \) (\(
N t) %
vIil. IX. X
1,2,5,6-Dibenz. 1,2-Benz-5,0- 1,2:2° 3'-58:2" 3"-Di-
authracen, (2", 4" -naphto)-anthracen. naphtanthracen.

So eindrucksvoll die erwéhnte einfache Regel ist, so reicht sie
zur Erklérung der Verhdltnisse in vielen Fallen nicht aus, sondern
man erkennt besondere Strukturelemente, durch welche die Ad-
sorbierbarkeit in hohem Mal3e gesteigert wird, weit Uber das Er-
wartete hinaus. Als ein solcher Faktor erwies sich jener merk-
wirdige Zustand, in welchem die beiden mittleren, meso-Stellen
des Anthracens sich befinden; man denke nur an ihr Uberraschen-
des Additionsvermdgen. Der an jenen Stellen vorhandene, radikal-
artige Zustand (nach CLAR ungepaarte Elektronen) ist nach
WINTERSTEIN und SCHON (2) mit einer Stérkung der Adsorptions-
affinitdt verknupft.

Nur so wird es verstandlich, da das 1,2-Benzpyren (5 Ringe,
10F, Formel V11, S.29) im Chromatogramm tiefer steht als
Naphtacen (4Ringe, 9F, Formel 111, S.29). Im Molekil des
ersteren erscheint namlich gerade eine meso-Stelle von dem an-
schlieBenden Ringsystem als besetzt, wodurch dort die ,normalen”
Valenz Verhdltnisse hergestellt werden.

Wir gehen nun zur Erorterung der Beziehungen zwischen
Struktur, Adsorptionsaffinitéat und Farbe Uber, welche sich auf dem
behandelten Gebiet ergeben haben.
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Da der erwéhnte, radikalartige Zustand sowohl mit einer be-
deutenden Farbvertiefung as auch mit einer Steigerung der Ad-
sorbierbarkeit einhergeht, kommen auch Farbtiefe (z. B. die Lage
des langwelligsten optischen Schwerpunktes) und Adsorptions-
affinitat miteinander in Zusammenhang. Dies wirkt sich, wie bei
den Carotinoiden, in dem Sinne aus, da3 gewisse, tiefer geférbte
Kohlenwasserstoffe in der TSWETTschen Saule hoéher 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
(I, S.29). Nach cLAR wird der radikalartige Zustand des An-
thracens durch den linearen AnschluR eines '
weiteren Benzolkernes noch bedeutend ge- - \/\/\/ AN
steigert. Demgemald zeigt sich eine Star- (\‘ |
kung der Adsorptionsaffinitat in der \/\/\/\/\/
Sédule:dasNaphtacen (2,3-Benzanthracen) 2,3,6,7-Dlbenzanthracen,
wird fester fixiert als alle anderen vierker-
nigen Kohlenwasserstoffe der Reihe. Sogar unter den pentacycli-
schen Verbindungen nimmt nur das gleichfals linear gebaute
2,3,6,7-Dibenzanthracen einen hoéheren Platz als Naphtacen ein.

Weitere Beispiele:

a) Oben: Naphtacen éorangerot, I, S. 29),
unten: Chrysen (farblos, VI, S. 29).
b) Oben: Naphtacen (orangerot, 111, S. 29),

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

Die Differenz im Adsorptionsverhalten der beiden letztge-
nannten Isomeren dirfte dadurch bedingt sein, dal’ im einen Fall
vier, im anderen nur drei Ringe linear angeordnet sind. Ein
angularer Anschluf? vermindert ndmlich nach CLAR den anormalen
Zustand, also auch die Farbtiefe.

. 0
/\/\/\/Q /\/]A\/\/
L\/E\/U\/: N/

1,2,6,7-Dibenzanthracen. 1,2,5,6-Dibenzanthr acen.



32 Grundlagen.

l/\_. Ein typisches Ergebnis zeigte sich auch bei
| den folgenden, gelungenen Trennungen:
|
N\ d) Oben: 1,2,6,7-Dibenzanthracen  (orangegelb,
Formel S. 31),

/\ unten: 1,2 - (2', 3'-Naphto) -anthracen (blafgel b).

Es sei betont, daR die Chromatographie mit c)

/ und d) ofters wiederholt werden mu3, da die Ad-

o N\ sorptionsdifferenzen bereits gering sind. Fihrt man
2-(2 vf;]‘rNapth) in das zuletzt erwahnte Paar noch je einen Benzol-
anthracen. ring ein, so versagt die Trennungsmethode vollig.

e) Oben: Perylen (orangegelb, Formel nachstehend),
unten: 12-Benzpyren (blaRgelb, Formel nachstehend).

k/ ‘\/ I/\|/ ~
/\|/ \‘ |/\‘/\/ \|/
A NN
Perylen. 1,2-Benzpyren (= ,3,4-Benzpyren”).

Perylen und 1,2-Benzpyren sind isomer (CyH1,), pentacyclisch
und ohne freie meso-Lage; der Grund ihrer gelungenen Schei-
"dung ist noch unklar. DaR die Adsorptionsaffinitat in der be-
sprochenen Koérperklasse selbst von feinen strukturellen Unter-
schieden stark abhéngt, kann auch mit der chromatographischen
Trennbarkeitvonanti-diperi-DibenzcoronenundAnthro-dianthren
belegt werden.

7 \/ \/\ (\/\/ N
1\5/\\/\./\| | @
\/\(\/j \(\/\
|
anti-dipMen. Anthro dlanthren

Zusammenfassend sei vermerkt, dall die WINTERSTEINSCHEN
Untersuchungen einerseits die Grenzen der Anwendbarkeit des
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TSWETTschen Verfahrens innerhalb einer scharf umrissenen Stoff-
klasse abstecken und anderseits dartun, dad hier Farb Vertiefung
sowie die Steigerung der Adsorbier barkeit auf die gleiche struktu-
relle Ursache zurlickzufthren sind.

Die entscheidende Anzahl von Doppelbindungen bildet nur
einen leicht feststellbaren Spezialfall einer umfassenderen Gesetz-
mafigkeit.

4. Azofarbstoffe.

Mit Ricksicht auf die auf3erordentlich groRe Anzahl der hier-
her gehdrenden Koérper wird die adsorptionsanalytische Klérung
des Gebietes noch ausgedehnte Untersuchungen erfordern. Be-
reits jetzt liegen interessante Ergebnisse von RUGGLI und JENSEN
(1,2) vor, aus deren Arbeit die folgenden Angaben entnommen
sind (Einzelheiten s auch S 152 sowie besonders bei JENSEN).

Ist der sonstige Bau des Farbstoffes in groRen Ziigen fest-
gelegt, so wird die Adsorptionsaffinitdt mit der Anzahl der Azo-
grwppen parallel wachsen; so ergab sich z.B. die Schichtenfolge
(walrige Losung, A1,0s-Séule, was auch flr das weitere Versuchs-
material gilt):

Stérkste Ads.  Diamingriin G ETrisazo-farbstoff),
Kongorot rein (Disazo-farbstoff),
schwéchste Ads. Diaminrosa FFB  (Monoazo-farbstoff).

Sehr schon sient man diesen Einflul? in jener azohomologen
Reihe, deren Vertreter nacheinander entstehen, bei dem schritt-
weisen Diazotieren und akalischen Kuppeln der ,,J-Séaure" (2-
Amino-5-naphtol-7-sulfoséure) bzw. der daraus entstandenen
Farbstoffe:

HO8— v \NH,

L
( NS
OH
wi-SHure'.
NaO,5—" Y NN Na0,s—" " “\_NH,
(A =LA
[ N-—
OH b

Diazotierte JSaure mit JSaure gekuppelt (, 2 J-Saure").
Zeclimeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 3
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Na0,85— \—N Na.() $—" NN Na0OS5—" N N\—NH,

L gy
/\, NS |/\/

OH OH
3 T-8fure" (usw.).

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 em® entwickelt):
Stirkste Ads. =

] n

L n

aschwiichste Ads. »

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

Bei gleichbleibender Anzahl der Azogruppen fanden RuGGLI und
JENSEN (1,2) weitere Faktoren, durch welche die Adsorptions-
affinitat wesentlich beeinfluft wird:

a) Ein [stdndiges Hydroxyl scheint im Naphtalinkern starker
zu wirken als ein a-Hydroxyl, z. B. steht das Natriumsalz der
2-Naphtol-4-sulf osdure im Chromatogramm hdéher als 1-Naphtol-
4-sulfosaures Natrium.

4, Zone dunkelviclett,
3 .» heller viclett,
2, ,, rotlich-violett,
1, rotoranges Filtrat.

bk

H
SNA\oH /\j\
{OLen.)y ! J | l (Unten.)
NS \1, AN
50,Na 50,Na

b) Eine R-stdndige Aminogruppe bewirkt, bei sonst analoger
Struktur, kraftigere Adsorption als eine a-standige, z. B.:

Stirkste 2-Amino-8-naphtol- 6-sulf osdure
Ads. 5;?'0' ltjj?gzsgtriz(rjt%ﬁ 2-Amino-5-naphtol - 7-sulf osdure
Benzidin und 6-Amino-2-naptitol-4-sul f osdure
schwiichste 2 Molen: 1-Amino-8-naphtol - 4-sulf oséure
Ads. C 1-Amino-5-naphtol - 7-sulf oséure
(Die beiden letzteron Farbstoffe sind imgefahr gleich stark ad-
sorbierbar. )
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Alle diese Verhdltnisse gelten natiirlich nur fur waldrige Losung
und bei Anwendung von Aluminiumoxyd. Entfernt man die Sulfo-
gruppen und arbeitet in nichtwalrigem Medium, so gestalten sich
die Adsorptionskréfte vielfach ganz anders.

C) o-Oxyazofarbstoffe werden bessar adsorbiert as p-Oxyazo-
farbstoffe. Dieser letztere EinfluR gewinnt bei dem folgenden Bei-
spiel die Oberhand; die beiden nachstehenden Verbindungen
werden namlich gleich stark fixiert, trotz der b- bzw. a-Lage der
Hydroxylgruppe.

OH N N-CaH, - 8O,Na
l

i/ \‘/ N_N=N -CH,  80,Na Y

\/‘\/ \/ Orunge IL.

Bedeutend schwécher wird hingegen Orange | festgehalten,
infolge seiner p-sténdigen Kupplungsstelle.

OH

[
NN
I
\/\.I/
N=N:CgH, S0,Nu
Orange 1.

d) Wie schwer es ist, bei verwickelt zusammengesetzten Farb-
stoffen das Verhalten in der Séule bzw. die Trennbarkeit von
anderen Vertretern vorauszusagen, sei mit folgendem Beispiel be-
legt. Erika B und Erika G extra sind adsorptionsanalytisch nicht
trennbar, wahrend Direkthimmelblau grinlich und Direktblau 2B
sich sehr gut scheiden lassen, obzwar die Strukturunterschiede
nicht viel grofer sind als bei dem erstgenannten Paar. Vielleicht
geben hier die Methoxyle den Ausschlag (vgl. S. 36).

5. Die Gruppe des Fluoreseins

zeigt nach RUGGLI und JENSEN (1) eine starke Abhéngigkeit des

Verhaltens von dem Halogengehalt, indem die Adsorptionskraft

mit der Anzahl und dem Atomgewicht des Halogens wéchst. Da
-
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sieht man auch hier eine Parallele zwischen Farbtiefe und Stellung

auch die Farb Vertiefung von dem gleichen Faktor bestimmt wird,
im Chromatogramm (Wasser, A1,03):

4 Brg und

-methylester,

Eosin
(4Br),

Fluorescein (halogenfrei).

Phloxin (4 Br, 4 Cl) und Erythrosin (4 J),
Eosin

Rose bengde (4 J, 2Cl),
l Sprit-eosin (

Stiirkate Ads.
sochwiichste Ads.
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Zweites Kapitel.
Methodik.

Adsorptionsmitte].

Theoretisch kann jeder pulverisierbare oder sonst fein zerteil-
bare Stoff und auch faseriges Material als Adsorbens dienen, vor-
ausgesetzt, dal3 es in dem angewandten Solvent unléslich ist und
weder auf das letztere noch auf die festzuhaltenden Verbindungen
in stérendem Sinne einwirkt. Bereits TSWETT (1) prifte Gber
100 Adsorptionsmittel.

Es hat sich jedoch gezeigt, dal3 im allgemeinen eine engere
Auswahl hinreichend ist. Zunachst entfielen die meisten orga-
nischen Materialien aus praktischen Griinden, da man se nur vor-
sichtig trocknen und durch Ausglilhen nicht regenerieren kann.
AuBerdem enthalten manche derartige Praparate kleine Mengen
loslicher Begleiter, die man durch eine l&stige Vorextraktion ent-
fernen muf. Bisher haben sich aus dieser Stoffklasse Inulin
und Puderzucker bewéhrt, die beide schon TSWETT (1) empfahl.
Mitunter wird Milchzucker angewandt. Die Anzahl der organi-
schen Adsorbenzien durfte indessen noch steigen. Verschiedene
Moglichkeiten sind derzeit unausgenutzt, so kiindigen RUGGLI
und JENSEN (1) chromatographische Versuche mittels Baum-
wolle an.

Auf dem Gebiete der anorganischen Adsorptionsmittel kommen
die sehr stark sauren oder basischen Verbindungen im allgemeinen
auRer Betracht, meist auch dunkle oder starkgefarbte Substanzen,
auf denen die Schichtenfolge sich schwer erkennen 1a3t. Sollen die
einzelnen Komponenten direkt aus der unzerteilten Sdule heraus-
gelost werden, so entféllt die letztere Beschrankung.

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

Natdrlich ist nicht nur die chemische Beschaffenheit der Séule
entscheidend, sondern ganz besonders ihre Qualitét. Wie bekannt,
wirken Préparate verschiedener Herkunft, welche den gleichen
chemischen Namen tragen, bei Adsorptionsversuchen oft ganz ab-
weichend, in quantitativer, sogar auch in qualitativer Hinsicht.
Vor alem spielt hier die Ausdehnung und die Beschaffenheit der
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Oberflache des einzelnen Teilchens eine Rolle; ferner gibt es un-
bekannte Faktoren, welche die Verwendung eines ganz bestimmten
Préparates, z. B. einer Handelsmarke, bevorzugen lassen. Die An-
wesenheit chemischer Verunreinigungen ist nicht unbedingt von
Nachteil.

Stark wirksame Adsorptionsmittel nennt man , aktive*. Es
kann eine planméige ,, Aktivierung“, mitunter auch eine ,,Des
aktivierung" vorgenommen werden (S. 41).

Fir die ganz speziell eingestellten Zwecke der Chromato-
graphieist die Verwendung einer hochstaktiven Rohrfillung nicht
immer gunstig, im Gegensatz zu &lteren Adsorptions verfahren und
zu mancher modernen Reinigungsoperation des Grof3betriebes.
Wirkt namlich die feste Phase allzu energisch, so nimmt sie zwar
die in der Losung vorliegenden Inhaltsstoffe zuverlassig auf und
fixiert se stark, aber gerade durch diese energische Bindungsart
werden die feinen Unterschiede der einzelnen Adsorptionsaffini-
taten in grober Weise iberdeckt. Die Komponenten bleiben zu-
sammengedrangt, se vermégen keine klar abgegrenzten Bezirke zu
bilden, auch nicht, wenn entwickelt wird. Dieauf S. 15 erwdhnten
Verdréngungsvorgange kommen ungentigend zur Geltung, weil
den zahllosen, gleichzeitig verlaufenden Einzelelutionen ein Wider-
stand gesetzt ist. Auch die am Schlusse des Versuches vorzu-
nehmende Elution der einzelnen Bezirke kann erschwert sein oder
miBlingen.

Wasman also bei der TSWET Tschenschen Arbeitstechnik von einem
Adsorbens meist verlangt, liegt auf einer mittleren Linie: gute
Festhaltung der Komponenten, welche jedoch imstande sein sollen,
beim Waschen mit méaRiger Geschwindigkeit abwérts zu wandern
und sich dabei zu scheiden. Dann verlduft auch die Elution der
einzelnen Verbindungen zufriedenstellend.

Natirlich &Rt sich der Versuch auch so leiten, daR man nach-
einander verschiedene Adsorptionsmittel in getrennten Ansétzen
verwendet. Man kann z. B. den Gesamtfarbstoff, zur Abtrennung
von weillen Begleitern, im Rohre festhalten, zunéchst unter Ver-
zicht auf eine feinere Aufteilung, was nachher auf schwécher
oberflachen-aktivem Material vorgenommen wird.

Dispersitdt. Es seien zunéchst einige KorngréRen verzeichnet,
die sich teils auf dieim Laboratorium der Verfasser gebréuchlichen
Materialien beziehen (Tabelle 8). Die Zahlen besitzen daher nur
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einen orientierenden Wert. Sie bedeuten den niittleren Durch-
messer der Hauptmenge, wobei auch Kérnchen mit recht stark
abweichenden Mallen zugegen sein koénnen.

Tabelle 8. Durchschnittliche Teilchengrdfe einiger Ad-
sorptionsmittel.

Adsorptionsmittel Teilchengréfe (p)

!
Aluminiumoxyd Merck, standardisiert nach‘
|

BROCKMANN 7
Aluminiumoxyd kauflich, selbst gepulvert | 2
Adsorptionston aus Java (acid clay): . . . .| 10
Calcium carbonicum praecipitat. Merck . ... ! 15
Calcium carbonicum laeviss. des Handels. . . . 12
Calciumhydroxyd, selbst bereitet . . . . . . 25
Gips (wasserhaJtlg) o . 10,5
Magnesiumoxyd® . . . . . . . . . . . . 15
Bleicherde . = = = . . . . . S 3
Floridin . . . . . . . . .. . 15—7

Floridin XXF . . . . . . . . . . . | 156

Die Dispersitat der Saulenfillung soll gewéhnlich nicht all-
zu ungleichmé&fig sein, da sonst die feinsten Teilchen sich fast
wie ein anderes Adsorptionsmittel verhalten und zu stark wirk-
sam sein kénnen. In einem Ausnahmefall findet allerdings Ko-
SCHARA (4), daB ein Farbstoff gerade von den groberen A1,0;-
Kdrnern besonders stark (irreversibel) festgehalten wird. Hier ist
eine chemische Verschiedenheit der gréten Teilchen naheliegend.

Der Anwendungsbereich mancher Adsorptionsmittel [&B3t sich
manchmal recht fein abstufen, wenn man eine groébere und eine
feinere Sorte in verschiedenen Gewichts Verhéltnissen mengt. So
erwies sich das Gemisch 20 : 1 von Calcium carbonicum praecipitat.
Merck und von Calcium carbonicum laeviss. der pharmazeutischen
Praxis fir die Verarbeitung von gewissen Polyenalkoholen als sehr
glinstig, wahrend es fir die Festhaltung von Farbwachsen (ver-

! Angabe von EULER und GARD. Dieser Ton ist ein Ca—AI -Mg-
Silicat. Die Oberflache von 1 g liegt in der Nahe von 10 m? und ist
doppelt so grol? wie diejenige des von BOWDEN und BASTOW ange-
wandten Silicapulvers.

2 Nach KARRER und WEBER.

% Enthalt auch ziegeiférmige Krystalle (etwa 3—14p).
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esterten Polyenalkoholen) ungenigend wirksam ist. Fir den
letzteren Zweck wahle man das Mischungsverhéltnis 5:1 bis 4: 1.
Im Falle eines Quotienten 1: 1 wird aus Benzin sogar der Kohlen-
wasserstoff Lycopin fixiert, welcher sonst durch die CaC0s-Saule
lauft. Zur Festhaltung der Carotineist selbst das letztere Gemisch
zu wenig aktiv und unbrauchbar (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 2).
Ganz verschiedene Anforderungen werden an ein Adsorbens
gestellt, je nachdem esin wasserfreiem oder in wasserhaltigemMilieu
gebraucht werden soll. In ersterem Falle ist ein Feuchtigkeits-
gehalt der Saulenfillung meist schadlich und muf} dann ausge-
schaltet werden, nédmlich durch Erhitzen und nachherigem Auf-
bewahren bei Luftabschluf3. (Durch eine solche Vorbereitung kann
auch die Aktivitat beeinflult werden.) Fihrt man den Versuch in
waldriger oder wasserhaltiger Lésung aus, so darf das Adsorptions-
mittel kein Wasser binden, nicht quellen usw., da sonst Risse in
der Sdule entstehen und aufBerdem der Abflul3 verstopft werden
kann. Auchwird dasHerauspressen der Saule erschwert. Ausdiesem
Grunde ist der sonst vielfach verwendbare Kalk hier ungeeignet.
Man kann Ubrigens den Kunstgriff gebrauchen, dald man z. B.
wasserhaltigen Gips in das Rohr fillt (KARRER Und WEBER, S. 147).
Es ist verstéandlich, da3 in die Adsorptionsanalyse waldriger L 6-
sungen zunachst digjenigen Handelsprodukte Eingang gefunden
haben, welche vom GroRbetrieb bei Reinigungs- und Entférbungs-
operationen seit langerer Zeit verwendet werden, z.B. Bleicherden.
Nachfolgend stehen einige spezielle Angaben Uber die wichtig-
sten Adsorptionsmittel, die derzeit 6fters in Gebrauch sind.
Puderzucker, schon von Tswett (1) angewandt, dient zur
Trennung der Chlorophylle. Es gibt Sorten, die starker, und solche,
die schwécher adsorbieren as Milchzucker (WINTERSTEIN und
STEIN 2). Milchzucker: S 173. )
Aluminiumoxyd (auch hydratisiert) ist eines der meist ver-
wendeten Adsorptionsmittel, sowohl in walrigem as auch in
wasserfreiem Medium gut brauchbar. Die nach verschiedenen Ver-
fahren hergestellten Préparate bzw. Handelswaren zeigen grofRe
Schwankungen in bezug auf ihre Adsorptionskraft, so dal3 die
Qualitat 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 kréftig wirksam, jedoch fur gro3ere Versuche viel zu teuer.
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Das Aluminiumoxyd der Firma Merck, ,standardisiert nach
BROCKMANN®, zeichnet sich durch eine sehr willkommene K onstanz
seiner Eigenschaften aus, da es durch Erhitzen auf einen be
stimmten Wassergehalt gebracht und mit Hilfe geeigneter
Farbstoffe auf den gewiinschten Aktivitatsgrad eingestellt wird.
Dieses Produkt ist ebenfalls nicht billig und wird oft im Gemisch
mit gewohnlichen Handelspraparaten angewandt. Ofters geniigt
das preiswerte Aluminiumoxydhydrat oder Aluminium oxydatum
anhydricum aus guter Bezugsquelle.

»Hydralo”, ein amerikanisches Trocknungsmittel, wird von
STRAIN (2) empfohlen und soll starker wirken als Fasertonerde.

HOLMES, LAVA, DELFS und cASSIDY haben ausfiihrliche An-
gaben Uber die Wirksamkeit verschiedenartig hergestellter Pré&-
parate gemacht, von welchen einige Handelssorten sind. Die Ad-
sorptionsmittel wurden meist durch das 200er Sieb geschickt und
2 Stunden bei 200° im Kohlendioxydstrom aktiviert; Luft- und
Wassergehalt lassen sich so verdréngen.

Beispile, @) 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 A1C1; mit einem kleinen Uber-
schul? von Ammoniak, trocknet die Losung im Verlaufe von 2—3
Monaten ein, wascht den Rest chlorfrei und siebt. — d) Auf Glas
ausgebreitetes Aluminiumathylat 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. — €) Es wurden
auch Préparate auf Bimsstein bereitet, ndmlich durch langsame
Hydrolyse von Aluminium-alkoholaten.

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

Wesentlichen Fortschritt bedeutet ein einfacher, von RUGGLI
und JENSEN (1, 2) erfundener Kunstgriff zur Aktivierung, die
darin besteht, dal? man das Oxyd mit Leitungswasser bespilt und
eventuell noch stark erhitzt. Fir die meisten Zwecke reicht 1 Be-
handlung aus, welche aber, falls se flr die betreffende Aufgabe
noch nicht geniigt, nach Belieben wiederholt werden kann. Da
eine Bespllung mit destilliertem Wasser unwirksam ist, handelt es
sich hier offenbar um die Beladung des Adsorbens mit einer Spur
Kalk. Das Verfahren hat den Vorteil, dad man die Wirksamkeit
der Saulenfillung abstufen kann; so haben KARRER und STRONG
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fur die Chromatographie von Anthocyanen ein nur schwach akti-
viertes Aluminiumoxyd als glnstig befunden.

Es kommt, wenn auch seltener, vor, dal3 die Oberflache des
verflgbaren Materials allzu stark wirkt und desaktiviert werden
muf3. Dies erreicht man nach HEILBRON und PHIPERS dadurch,
dal3 z. B. die nach BROCKMANN standardisierte Handelsware mit
Methanol gewaschen und an der Luft getrocknet wird.

Die Herstellungsmethoden fiir zuverléssig wirkende Oxyd- und
Hydroxydpraparate sind, auch industriell, noch entwicklungs-
bedirftig. BROCKMANN (3) kiindigt die Einfuhrung eines hoch-
aktiven Aluminiumhydroxyds , 11" an.

Magnesiumoxyd wurde u.a. von EULER und GARD und nament-
lich von STRAIN (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 htherer Temperatur ge-
wonnen, wirkt nur mittelméalig. Zu einem weit besseren Ergebnis
fuhrt die Wasserabspaltung aus Magnesiumhydroxyd, bei nicht zu
hoher Temperatur. Ein amerikanisches Handel sprodukt (,Micron
Brand magnesium oxydeNr. 2641") wird empfohlen. Nach unserer
Erfahrung genligt die allgemein kéufliche Ware fur die meisten
Zwecke.

Weitere Magnesium Verbindungen as Adsorptionsmittel: EULER
und GARD.

Calciumhydroxyd. Nach KARRER und WALKER (1) ist kéuf-
licher, geldschter Kalk ein ausgezeichnetes Adsorbens und besitzt,
ebenso wie das gelegentlich angewandte Oxyd, den Vorzug der
grollen Billigkeit. Fir die Aufteilung wasserhaltiger Flussigkeiten
ist er naturlich unbrauchbar (Verstopfung; wenn das Ldschen
nicht vollstandig war: Aufbldhen der Masse). In unserem Institut
wird kauflicher Kalk durch Besprengen mit Wasser nur soweit ge-
|6scht, bis er gerade zerfallt. Man schickt das Material durch ein
120maschiges Sieb, oder, falls hohere Dispersitét erwinscht ist,
durch ein 180maschiges. Aufbewahrung des hygroskopischen Pro-
duktes bei LuftabschluB. Vor der Entnahme wird die Stopsel-
flasche gut durchschittelt, um den erhohten Carbonat- und
Feuchtigkeitsgehalt der oben liegenden Schicht gleichméRig zu ver-
teilen.

Calciumsulfat (wasserhaltig) wird von KARRER und WEBER
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bei der Chromatographie von Anthocyanen in warigem Medium
benutzt (S. 147).

Calciumcarbonat (von TSWETT oft gebraucht) ist ein milde
Wirkendes, in vielen Féllen angewandtes Adsorptionsmittel. Uber
den EinfluR der Dispersitdt auf das Aufnahmevermégen wurden
schon S. 39 Angaben gemacht. Durch entsprechendes Mischen
von groberem und feinerem Carbonat hat man es in der Hand,
die Adsorptionskraft jeweils dem Bedarf anzupassen. Feuchte
Préparate wirken schlecht und werden nétigenfalls einige Stunden
auf 150° erhitzt.

Bleicherden sind technisch angewandte Aluminium-hydro-
silicate mit ton &hnlichem 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 technischen Behandlung mit
Salzsaure, welche gewisse Bestandteile herauslost. Die Ober-
flachenbeschaffenheit (Porositét) gestaltet sich dadurch gunstiger.
Bei der Aufteilung walriger Flussigkeiten hat KOSCHARA (4, 5)
namentlich mit den folgenden Adsorbenzien gute Erfahrungen ge-
macht :

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

Mineralwerke, Kitzingen).

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

Das vorletzte Floridin-Préparat erwies sich bei den Pterin-Unter-
suchungen von SCHOPF und BECKER as zu stark und adsorbierte
z. B. das Erythropterin irreversibel. Hierbei spielt wahrscheinlich
der Eisengehalt mit, indem des Adsorbat dieselben Farben aufweist,
wie die aus sauren Erythropterinldsungen mit .Ferrichlorid erhéltliche
Fallung. Wurde der Eisengehalt des Floridins durch zehnmaiges
Auskochen (wahrend je 3—5 Minuten) mit 10 Teilen 3n-HCI ver-
mindert, so zeigte das Material die fir den Versuch gerade giinstige
Adsorptionskrart. Kocht man jedoch mit der Saure weiter, so ver-
schwindet gleichzeitig mit dem Eisengehalt auch die Aufnahme-
fahigkeit fur den Farbstoff.

Fullererden verschiedener Herkunft und Qualitét werden
ebenfalls verwendet. Sie reagieren ganz schwach sauer und sehen,
namentlich mit Fllssigkeit befeuchtet, mehr oder weniger dunkel
aus. Eine haufiger gebrauchte Abart ist ,LLOYD'S Reagens'.
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Sdtener angewandte anorganische Adsorptionsmittel. Es wird
hier nicht beabsichtigt, eine vollstéandige Liste derselben zu geben.
In manchen Fallen wurden auch schwerer zugéangliche Adsor-
benzien verwendet, die ohne Schwierigkeit durch allgemeiner ge-
brauchliche ersetzt werden konnten. :

Wiederholt haben sich bewdéhrt u.a.: Natriumsulfat (wasser-
frei), Blesulfid, Talcum, Kiesdlgur, Kaolin, Slicagel (unelastisch),
ebenso auch Tonsil (Moosburger Tonerde). Gewisse Kohlen-
préparate wirken kréftig adsorbierend und sind leicht zugénglich,
alerdings mul man auf ein sichtbares Chromatogramm ver-
zichten und fraktionierte Elutionen ausfihren. Empfehlenswert
sind z. B. Carboraffin (durch Verkohlen von Nadelholz mit Chlor-
zink gewonnen) und Norit (mit Uberhitztem Wasserdampf akti-
vierte Holzkohlensorte); sie konnen durch Erhitzen im Stickstoff -
strom entltftet werden. Auch gepulverte Blutkohle ist verwendbar.

Im Falle eines technischen Materials ist zu prifen, ob nicht
Substanz an das Ldsungsmittel abgegeben wird.

Das Regenerieren einer gebrauchten Fillmasse ist im Klein-
versuch kaum lohnend. Anorganische Stoffe kdnnen, eventuell
nach guter Durchspllung mit einem geeigneten L&sungsmittel,
durch Ausgliihen zuriickgewonnen werden, namentlich, wenn sie
nicht mit schwer verkohlbaren Kohlenstoffverbindungen beladen
sind. Man (berzeuge sich, dal die Adsorptionsaktivitét nicht ge-
litten hat.

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

Die mitunter empfehlenswerte gleichzeitige Anwendung von
zwel Adsorptionsmitteln in demselben Rohr kann entweder so er-
folgen, da3 man das gesamte Fillmaterial homogen durchmischt,
oder wird die Saule teils aus dem einen, teils aus dem anderen Ad-
sorbens aufgebaut, welche man gesondert einstampft (Einzel-
heiten: S. 60).

Durch die Verwendung einer einheitlichen Mischfillung will
man meist eine mittlere Adsorptionskraft einstellen oder die
Durchflugeschwindigkeit dadurch erhthen, da ein groberes
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Material mit verwendet wird. Es sei bemerkt, dal beim Entwickeln
oder bei (anteilsweiser) Elution eine Fraktionierung vorgetauscht
werden kann, falls die beiden Fiillstoffe allzu abweichend wirken.

Bereitet man verschiedene Lagen von, an sich homogenen Ad-
sorptionsmitteln in dem gleichen Rohr, so geschieht dies fur
Demonstrationszwecke oder um Arbeit zu sparen. Die obere
Kolonnenhéalfte wird von einer schwacher, die untere von einer
energischer wirksamen Substanz gebildet. Der Stoffinhalt des
Zwischenfiltrates, welcher in den unteren Bezirk des Rohres ge-
langt, wird dort abgefangen, so dall man keine zweite Sdule zu
bereiten braucht.

Als Beispiele fir die letztere Arbeitsweise seien erwahnt:

a) Calciumcarbonat-Aluminiumoxyd-Saule zur Mikroanalyse von
Polyenausziigen, nach KUHN und BROCKMANN (3; Abb. 12, S 53).

b) Eine Calciumcarbonat -Calciumhydroxyd -Kolonne zur Be-
stimmung der Paprika-Farbstoffe, nach CHOLNOKY (unver6ff.), S. 101.

c) WINTERSTEIN, SCHON und VETTER versehen (bei der Bearbei-
tung von polycyclischen Kohlenwasserstoffen) die Al,03-Sdule oben
mit einer dinnen Schicht von Aluminiumoxyd + Carboraffin-
gemisch, das gewisse Verunreinigungen starker zuriickhalt: S. 167.

d) Drei Adsorptionslagen (oben Zucker, in der Mitte CaCOs;, unten
A1,0;) zur Demonstration der Komponenten des Blattgrins: Abb. 26,
S. 78, nach WINTERSTEIN (1).

L 6sungsmittel.

Hier sei zunachst das Arbeiten bei Wasserausschlub erortert,
spezielle Angaben Uber waRrige Ldsungen folgen auf S. 66.

Die Wahl des Solventen hangt natiirlich in erster Linie von den
Ldslichkeitsverhdltnissen der Substanz ab. Liegt dieselbe bereits
gelést vor, z. B. in Form eines Extraktes, so wird sie nach Va-
kuum-abdampfen in das ginstigste Milieu Ubergefihrt. Arbeitet
man mit nichtwalrigen Flussigkeiten, so ist es meist vorteilhaft,
die Feuchtigkeit wirklich auszuschlief3en, wenn nétig, durch ent-
sprechende Vorbehandlung des Ldsungsmittels. Das Heranziehen
von Solventen, die mit Wasser nicht mischbar sind, erscheint von
vornherein als gunstig. Es ist ein Nachteil der TSWETTschenMe-
thode, aber auch von manchem anderen Adsorptionsverfahren, da
die Ldsung im allgemeinen recht verdinnt ist. Das Auskrystalli-
sieren in der Saule muf unbedingt vermieden werden, man geht
daher in der Rohldsung selten -Uber einige Prozente des zu ad-
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sor bierenden Stoff gehaltes hinaus. Eine Verunreinigung, fals se
nicht aus anderen Griinden storend wirkt, darf natiirlich auch in
hoherer Konzentration vorliegen.

Theoretisch bil det jedes fllissige M edium sowohl ein Adsorptions-
as auch ein Elutionsmittel; welche Rolle ihm bei der Chromato-
graphie zugedacht wird, héngt im gegebenen Fall von dem Verlauf
der Adsorptionsisotherme ab. Es gelten hier &hnliche Leitge-
danken, wie bei der Wahl des Adsorptionsmittels: Wird die Sub-
stanz allzu stark fixiert, so bereitet sie bei dem Entwickeln und bei
der schlieflichen 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 Umstanden
wird dies beabsichtigt: ,,Flissiges Chromatogramm®, S. 65.)

Wie ersichtlich, hat man es durch verschiedenartiges Mischen
von z2wei Losungsmitteln in der Hand, den Versuch nach Belieben
zu leiten (s. z. B. unter,,Benzol"). — Meist gentigen die nachfolgend
erwdhnten Losungsmittel. Hochsiedende Flussigkeiten sind, wie
bei anderen Reinigungsoperationen, unbrauchbar, wenn im An-
schlu® an den Versuch ein empfindlicher Stoff isoliert werden soll.
Ein allzu niedriger Kochpunkt stort wiederum wegen der starken
Verflichtigung. Siedepunkte zwischen 40° und 80° sind glnstig.

Schwefdkohlenstoff (Siedep. 46°) wirkt in vielen Féllen, z. B.
auf Calciumcarbonat, sehr vorteilhaft. Die technische Ware ist
notigenfalls vorzureinigen. Das andauernde Arbeiten mit diesem
Losungsmittel ist lastig und gesundheitsschédlich, besonders wenn
der Experimentator eine grof®e Anzahl von Sdulen zu zerschneiden
hat; man sorge daher fiir Ventilation. Ferner wird der Kunstgriff
gebraucht, dal? man den Schwefelkohlenstoff aus dem fertigen
Chromatogramm mit Hilfe von Benzin verdrangt und die Saule
erst dann auspref3t.

Benzin bzw. Peroldther (,Ligroin“, ,light petroleum”,
Siedepunkt nicht Uber 80°) ist gegenwartig wohl das meistge-
brauchte Losungsmittel, zufolge seiner Reinheit, Billigkeit und
sonstigen guten Eigenschaften. Die Kombination Aluminiumoxyd-
Benzin oder Calciumhydroxyd-Benzin hat sich oft ausgezeichnet
bewdhrt. Auch reines Pentan ist verwendbar (Siedep. 36°).

Benzol (Siedep. 80,4°) wird ebenfalls haufig gebraucht. Es
unterscheidet sich von dem Benzin in vielen Fallen dadurch, dafes
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starker eluierend wirkt. Die Verwendung von Benzol + Benzin -
Gemischen ergibt sich daher von selbst. Man kann z.B. aus Benzin
adsorbieren und mit Benzin + Benzol entwickeln, oder man ad-
sorbiert aus Benzin + Benzol 10 : 1 und entwickelt mit einem Ge-
misch 3:1. Unter Umstanden dient reines Benzol zur Elution.

Seltener werden angewandt: Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff',
Dichlormethan, Ather. Der letztere ist meist as Elutionsmittel in
Gebrauch und wirkt teils zufolge seines Spritgehaltes. Jedenfalls
soll der Ather frei von Peroxyden sein, was bekanntlich durch
tagelanges Aufbewahren (ber einer wéalrigen Ferrosulfatldsung
erreicht wird.

Elutionsmittel.

'Vor langerer Zeit hat TSWETT festgestellt, da zahireiche
Adsorbate von Methyl- oder Athylalkohol (auch von Aceton) sofort
zerlegt werden. Durch diese Beobachtung wurde das beste, sehr
leicht zugangliche Elutions mittel ermittelt. Meist ist es gar nicht
erforderlich, reine Alkohole anzuwenden, sondern es gentigt schon
ein Zusatz von 0,5—2% zum Solvent, mit dem gerade gearbeitet
wird. Oder man eluiert mit schwach methanolhaltigern Ather.

Soll der chromatographische Versuch mit einem Séulenteil
oder mit dem gesamten Stoffinhalt wiederholt werden, so eluiert
man z. B. mit schwach holzgeisthaltigem Benzin, filtriert vom
Adsorptionsmittel, wascht den Alkohol mit Wasser weg, trocknet
und giefdt die Benzinlésung auf eine frische Saule. Eindampfungs-
operationen werden so vermieden.

Dal’ die Adsorptionskréfte von niedrigen Alkoholen nicht immer
herabgesetzt oder aufgehoben werden, geht aus den S. 138 referierten
Pter in-Untersuchungen von SCHOPF und BECKER hervor; es wurden
von diesen Forschern Adsorptionen auch aus methanolischem Medium
vorgenommen.

Ist die Elution in besonderen Fallen sehr schwer durchfihrbar,
so wird man ein Auskochen mit niedrigen Alkoholen versuchen.
Oft hat sich kaltes Pyridin bewdahrt (allein oder im Gemisch). Es
kommt, wenn auch nicht haufig, vor, dal} das Adsorbat durch
keines der erwdhnten Hilfsmittel zerlegt werden kann. Bei sdure-
unempfindlichen Inhaltsstoffen greift man dann zu einem Not-
behelf und l6st z. B. das Calciumcarbonat in verdlinnter Saz-
sdure, um hierauf die organische Substanz zu extrahieren; Saulen
aus Zucker werden in Wasser gelost.
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Gelegentlich der Bearbeitung einer Substanz, welche auf CaCOs;
Uberhaupt nicht, auf Ca(OH), uneluierbar fest hangen bleibt, be-
wéhrte sich der folgende Kunstgriff: Man chromatographiert auf
Ca(OH),, suspendiert den zerstampften Saulenteil in Wasser und ver-
wandelt durch Einleiten von CO, den Kalk in das Carbonat. Die
Elution gelang nun ohne Schwierigkeiten (TOTH, unverdffentlicht).

Apparatur.

Es snd mannigfach Apparate zur Ausfihrung der Chromato-
graphie empfohlen worden. Von higtorischem Interesse ist die in
Abb. 2 (Nr. 1) dargestellte Vorrichtung von TSweTT (1), die zu

¥
Abb. 2. Originavorrichtung von TSWETT.

raschen, orientierenden Versuchen mit kleinen Extraktmengen ge-
dient hat. Das Passieren der Saule wird hier nicht mit Hilfe einer
Saugpumpe, sondern durch Anwendung von Uberdruck erreicht.
Man lockert den Quetschhahn Q, betétigt den Gummiball P, wo-
durch Uberdruck im Leitungsrohr D sowie in der Resarveflasche R
entsteht, was vom Manometer M angezeigt wird. An D werden
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die Adsorptionsréhrchen angeschlossen (konstruiert nach Abb. 2,
Zeichnung Nr. 2: die K olonne befindet sichim unteren, zylindrischen
Teil: 30—40 X 2—3mm). Einzelheiten der Apparatur sind aus
den Zeichnungen Nr. 2, 3 und 5 der Abb. 2 ersichtlich, wahrend
das Geféd Nr. 4 die Rolle eines Scheidetrichters spielt und mit
der Bereitung des Chromatogrammes nichts zu tun hat.
Zur Verarbeitung etwas gro-
1 lerer Mengen benutzte TSWETT
(2) eine, nach der Abb. 3 gebaute
Apparatur, die im Prinzip noch
heute verwendet wird: R nimmt

Abb. 3. Adsorptionsvorrichtung von Abb. 4. Einfache Adsorp-
TSWITT fur grofere Versuche, tionsvorrichtung.

die Lésung, A (Durchmesser bis zu 3 cm) die Saule auf, in V
wird Vakuum erzeugt. Das Ausdriicken der Séule ist bei di&eer
Konstruktion schwer durchfihrbar.

Ist man nicht im Besitz einer besonders konstruierten Vor-
richtung und will kleine Proben ausfiihren, so montiere man ein
einseitig ausgezogenes Glasrohr auf eine Saugflasche (Abb. 4).
Freilich wird durch die Form auch dieses Rohres das Ausdriicken
der Saule unmdglich gemacht, wenn man nicht das Glas zer-

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 4
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schneidet. Bei orientierenden Versuchen ist dies 6fters entbehrlich.
Ferner kann ein schrittweises Abwartswaschen der. einzelnen
Scheiben vorgenommen und die Saugflasche entsprechend ge-

wechselt werden (Né&heres S. 65). Ein Beispiel

«— [athlos

+«— gelb

«— farbivs

~oo ) «— gelb

«— farblos

<~ griin

«— grib

«— farbloa

«— orangegelb

«— griinllghbrann

<-—- T8

«— Wattelhausch

Abb. 5. Alfafaheu-Auszug
in enem enfachen Rohr,
auf CaCO,, soweit gewa
sehen, da das Carotin
durchzugehen beginnt
(PALMER und ECKLES).

hierzu haben schon frihzeitig PALMER und
ECKLES mitgeteilt (Abb. 5).

Abb. 6. Apparat von Abb. 7. Adsorptions-
DHERE und ROGOWSKI (Zeich- Vorrichtung nach DHERE
nung bei ROGOWSKI). Rohr und VEGEZZI (Zeichnung
25x2 cm, Fillhéhe 68 cm. . bei VEGEZZI).

Auf dem Korkstopfen Fil-
trierpapier, dartber -2 cm
Sand. — Links Holzpistill.

Von den heute in Gebrauch stehenden Vorrichtungen verlangt
man ein klagloses Auspressen der unversehrten Kolonne. Dies
wurde zuerst, im Laboratorium von DHERE, vOn ROGOWSKI
(Abb. 6), ferner von vEGEZzz! erreicht: Auf Abb. 7 sieht manim
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Inneren des Glaszylinders m das eigentliche Adsorptionsrohr t
(35 X 16 cm). Das letztere ist mit Hilfe eines durchlécherten
Korkstopfens befestigt und kann bequem herausgenommen werden.
Vor dem Versuch wird es mit dem erwadhnten Stopfen abge
schlossen, gefillt und auf die
Siebplatte d gestellt (v = Glas-
wolle). Eine Modifikation dieser
Einrichtung stammt von wiNTER-
STEIN und STEIN (1) und ist in
Abb. 8 wiedergegeben (G= Glas-
rohr, K = engmaschiges Kupfer-
drahtnetz, V = Vorsto3, D =
weitmaschiges Drahtnetz, S =
Saugflasche; s. auch Abb. 9).

I'st die Adsorptionsanalyse bei
Luftausschluf® vorzunehmen, aso
z. B. im Stickstoff strom, so
empfiehlt sich der Apparat von
HEILBRON, HESLOP, MORTON,
WEBSTER, REA und DRUMMOND
(Abb. 10, in 8 leitet man O-freies
Gas ein) oder die Vorrichtung
nach HOLMES, CASSIDY, MANLY
und HARTZLER (Abb. 11, S. 52).

Von KOSCHARA (1) wurde ein
gerader Vorsto3 (Durchmesser
zirka 3 cm) mit eingeschmolzener
Abb. 8. Vorich- Olassiebplatte  und  Rundfilter

tung rech WIN-  angewand. fiehiung_ nach
n oy . .
STEIN. ZweckméRig sind Adsorptions- HESSE.

rohre mit Glasschliff. Ein solches
wurde fur analytische Zwecke von KUHN und BROCKMANN (3)
vorgeschlagen; die schlanke Kolonne steht auf einem Wattebausch
(Abb. 12 und Abb. 13, S. 53). Im Laboratorium der Verfasser hat
sich folgende Anordnung bewéhrt (Abb. 14, 15, S. 54): Man legt
auf eine passende Porzellansiebplatte eine kreisrunde, hdchstens
Y, cm dicke Wattescheibe (Verbandwatte), deren Durchmesser um
2 cm denjenigen des Porzellans Ubertrifft. Der ringsum heraus-
ragende Wattering wird gleichméRig nach unten abgebogen und

4%
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das Ganze vorsichtig in das horizontal gehaltene Adsorptionsrohr
geschoben, das mittels seines Schliffes montiert wird. (Die Hille
vermeidet ein Ritzen der Glaswand beim spéateren Auspressen der
Fullmasse.) Nach Beendigung des Adsorptionsversuches wird der
angeschliffene Unterteil entfernt und-die Kolonne in waagerechter.

Abb. 10. Vorfichtung nach HEILBRON und Mit- Abb. 11. Vorrichtung nach
arbeitern, zur Adsorptionsanadyse bei  Luft- HOLMES und Mitarbeitern
ausschiuf3. zur  Adsorptionsanalyse

bei Luftausschlul.

Lage (von dem geschliffenen Ende aus beginnend) mit Hilfe eines
Holzpistills (Abb. 23, S. 58) ausgedriickt. Arbeitet man mit Ma-
terialien, durch welche das Auspressen (namentlich im Falle
wal¥riger Flissigkeiten) erschwert ist, so kann die Porzellanplatte
wegfallen. Die mit Watte unterschichtete, adsorbierende Sdule
wird dann von 3—5 Glasrohrstlickchen (z. B. 7 X 1 cm) getragen,
die man in den unteren, kurzen Ansatzteil nach Abb. 16 lose ein-
Setzt (S. 55). )
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Zur raschen, qualitativen Prifung des Verhaltens haben
klrzlich scHOPF und BECKER Adsorptionsprobierréhrchen ein-
gefuihrt (Abb. 17, S. 55): Ein Glasrohr (Durchmesser 5 mm) wird
nahe dem einen Ende in der Flamme soweit einfallen gelassen, dal3
noch eine 0,5—1 mm breite Capillare offen bleibt. Man preldt etwas
Watte ein, fullt das Adsorbens in das Rohr und saugt schwach an.

Cally

AL
Abb. 12. Adsorptionsrohr nach Abb. 13. Apparate zur Untersuchung
KUHN und BROCKMANN, fiir des Weines (MOHLER und HAMMERLE).

analytische Zweeke.

Die Mal%e des Adsorptionsrohres betragen meist 15—25 X 1 bis
6 cm, nur Ausnahmsweise werden im Schrifttum grofiere Dimen-
sionen erwdhnt.. So verwenden HEILBRON und Mitarbeiter ein
95 cm, GRASSMANH ein 100 cm langes Rohr (10 cm breit); in den
Versuchen von KARRER und STRONG war die Fullmasse 80 cm
hoch. Es ist klar, da3 der Steigerung des Malistabes hier eine
Grenze gesetzt ist, besondersim Hinblick auf die Widerstéande beim
Durchtreiben der L&sung sowie beim Auspressen des Adsorptions-

mittels. -
Selbstredend soll die Wahl der Rohrgrdf3e nicht schematisch ge-
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troffen werden. Im Interesse enes ungestorten Versuchsablaufes
wéren breite Kolonnen erwiinscht, welche mdglichst viel Fill-
material und eine bedeutende Menge der adsorbierten Substanz
fassen, ohne dal} die Schichten-
héhe und damit der Widerstand
allzu stark anwéchst. Bis zu
einem gewissen Grad |8t sich
dies auch erreichen. Die Vorrich-
tung versagt jedoch, wenn das
bearbeitete Ausgangsmaterial
viele Komponenten enthalt, von
denen einige nur in belanglosen
Mengen zugegen sind. Dann ist
man auf ein schlankes Rohr an-

—

Abb. 14. Adsorptionsrohr mit Abb. 15. Adsorptionsrohr mit Schliff-
Schliffansatz und Siebplattc. ansatz und Siebplatte (montiert).

gewiesen, da sonst die einzelnen Farbringe viel zu dinn und
voneinander kaum trennbar werden.

Notigenfalls nehme man eine grofere Anzahl von Kolonnen
und vereinige die Eluate der jeweils entsprechenden, heraus-
geschnittenen Ringe. In einem Ausnahmefall haben wir den Stoff-
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inhalt von 380 Chromatogrammen verarbeitet (ZECHMEISTER und
CHOLNOKY 3).

Liegt hingegen ein einfacher zusammengesetztes Gemenge vor,
oder hat-man fir Nebenzonen kein Interesse, so ist die Verwendung
eines kirzeren, breiten Glasrohres empfehlenswert. Man kann
tbrigens auch eine erste Scheidung in einer geraumigen Appa-
ratur vornehmen, worauf die weiter zu zerlegende Fraktion in
einem engen Glasrohr zur endgiiltigen Analyse gelangt.

Bei der Anfertigung aller Adsorptions- B
rohre ist darauf zu achten, da3 die zum
Einfillen dienende Mindung nicht enger,
sondern eher eine Spur breiter sei as der
Durchmesser des Glaszylinders, da sonst
die Sdule beim Ausdricken zerbrickeln
kann. Gelegentlich wurden auch schwach
konische Rohre empfohlen (unten enger).

Uber den gangbaren MaRstab der
zur Chromatographie verwendeten La-
boratoriumsapparate geht ene von
WINTERSTEIN und SCHON (3) empfohlene |
Vorrichtung hinaus, die mehrere Kilo- %Q

gramme Pulver fadt und eine dicke, fein-
porése Porolith-Filterplatte (Filterwerk,
MeifRen) besitzt. Ein Chlorophyll-Chro-
tocsrone o, matogramm  (Zucker) wird in dieser A
et Apparatur in 1'/, Stunden fertig; noch  probe-
ohr i ©. N . . ribrihen,
wesentlich rascher arbeitet man mit Alu-
miniumoxyd. Ein 50cm hoher Glaszylinder G (Abb. 18) von
125 cm lichter Weite, welcher unten mit einem geschliffenen
Flansch versehen ist, wird mittels der Schrauben S und des
Ringes R auf die von einem Gummiring umgebene Porolith-
Filterplatte P aufgeprefd, welche ein sehr gleichméRiges Saugen
gewahrt (S.56). Die Platte sitzt in dem Metallgehduse M, das
mit einem Ablauf stutzen A versehen ist. Der letztere wird mittels
einer Gummiplatte auf eine Saugflasche montiert. Der Apparat
(Fassungsraum: rund 6kg Adsorbens) steht auf einem Dreiful3.
Flr den Fall kleinerer Substanzmengen ist der zweite Apparat
von WINTERSTEIN und SCHON (3) geeignet (Abb. 19). Das Rohr
(25 X 75cm) besitzt unten einen geschliffenen Flansch—mit
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welchem es auf der von einem Gummiring umgebenen Porolith-
platte P (Durchmesser 9,5 cm) steht. Die letztere ruht auf einem,
mit passendem Schliff versehenen Glastrichter. Die drei Teile des
Apparates werden durch zwei Metallringe R, mittels der Schrau-
ben 8 zusammengehalten (Lieferfirma: L. Hormuth, Inh.
W. Vetter, Heidelberg).

Zum Einflllen wird das Adsorbens z.B. mit Benzin angerihrt
und portionenweise festgesaugt; die mechanische Trennung der
Chromatogrammschichten geschient durch Abrdumen mit einer
kleinen Schaufel. Die Verarbeitung grof3er Stoff mengen gelingt

hi 3 T A P
§- |
§ o
o
PRI F R
I- Male in em
Abh, 18, Appatrat nach Wix- Abb, 19, Apparat nach
TERSTRIN und SCHUN {grilcres WINTERETEIN und ScHiN
Moedell), (kleineres Modell).

Ubrigens nach WINTERSTEIN und STEIN (2) einfach in einem
schlanken Perkolator, wenn auch wohl diese Arbeitsweise weniger
vorteilhaft ist (H6he z.B. 85cm, Breite oben 12, unten 7cm).
Der Perkolator wird unten mit Watte, Drahtnetz und Filtrierpapier
abgeschlossen und durch eine Saugflasche mit zwei guten Wasser-
strahlpumpen in Verbindung gesetzt.

Uber Einrichtungen fir den Fabriksbetrieb ist unseres Wissens
noch nichts bekannt geworden.

Apparate zur Mikro-chromatographie. Um die zu verarbeitenden
Substanzmengen starker vermindern zu konnen (bis auf 2—1g),
muB vor allem der Durchmesser des Rohres entsprechend klein
gewahlt werden. Bereits TSWETT (1) ging bis zu 2 mm herab.
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HESSE (1) gebraucht ein Mikro-Rohr (Abb. 20), die MaRe der
Kolonne betragen 30 X 2 mm.

Noch dinner als in der HESSEschen Apparatur ist die Adsorp-
tionssdule von BECKER und scHOPF (Abb. 21). An eine dick-
wandige Capillare (innen 1 mmweit), die unten zur Aufnahme eines
Wattepfropfchens etwas erweitert ist, wird zum beguemen Ein-
flllen der Losung ein Glasrohr angeschmolzen (lichte
Weite 4—5mm). Man stellt das Rohr, welches am
unteren Ende eine geschliffene Fulplatte besitzt, in
einem geraden VorstoR auf eine Siebplatte und befestigt
das Ganze an der Saugflasche. Nach dem Versuch wird
eventuell auch das Rohr aufgeteilt.

Das Hauptproblem der Mikro-chromato-
graphie liegt nicht in der Zusammenstellung
der Apparatur, sondern in der einwandfreien
Identifizierung der Substanz.

Beispiele fur die Arbeitsweise im Mikro-
mafistab: S. 141—143.

Gang des Versuches.
Einflllen der Adsorptionsmasse.

Ein wichtiges Erfordernis fir das Gelin-
gen der Analyseist ein fest und gleichmaiig
; gefilltes Rohr. Wird némlich das Pulver .

Abb.20. Nicht homogen verteilt, so entstehen Risse’  awb. 21.
Mikro- — nd Rinnen, durch welche die Losung ihren ke
adeotptions- 3 X X adsorptions-
rohr Weg nehmen kann, ohne die zur richtigen robr
(Hzss®. Fraktionierung unerlaBliche, hohe Anzahl (BEeEs®
-von elementaren Adsorptionen und Elu-
tionen durchgemacht zu haben. Derartig grobe Fehler vermeidet
man leicht. Etwas mehr Ubung erfordert das Erreichen einer so
weitgehenden Homogenitat, dal3 die Einzelzonen des Chromato-
gramms nicht zu stark verbogen oder verzerrt seien. Unregelmafiig-
keiten, wie in den Abb. 34 und 35 (S. 193), sind statthaft,
wahrend Abb. 36 (S. 194) ein schlecht gefllltes Rohr wiedergibt.

Namentlich in groerem Versuchsmal3stab zeigen sich ideale
Schichtungsverhétnisse nur selten. Es ist dies aber auch nicht
notwendig, sondern es genugt, wenn durch die Lage der einzelnen,
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klar gezeichneten Bezirke das spétere Zerschneiden ermdglicht
wird. Eine nicht selten beobachtete Erscheinung besteht darin,
dal? die Flissigkeit entlang der inneren, zylindrischen Glasflache
allmahlich vorauseilt, verglichen mit der Strémungsgeschwindig-
keit in der Mitte der festen Phase. So ergibt sich die in Abb. 22
wiedergegebene Lagerungsart; diinne, tiefliegende Scheiben kénnen
in einem breiten Adsorptionsrohr kappenférmige Gestalt an-
nehmen.

Zur Entfernung groberer Verunreini- ¢ 7
gungen aus dem Pulver empfehlen wir,
dasselbe durchzusieben, am besten unmittel -
bar vor der Beschickung des Rohres. So-
o dann versieht man den Apparat mit der
-—]  notigen Stiitze fir die Kolonne (Watte-
bausch, Glaswolle, Porzellansieb, Glassinter-
- platte usw., S.51) und schittet das Ad-
/\ sorbens anteilsweise in das vertikal gestellte
/\ Rohr.

Das Feststampfen jeder einzelnen Portion
(die erste soll groRer sein as die Ubrigen) T;
22 geschieht bei Rohrdurchmessern bis zu 1 bis -
ahoneti.  2Cm mit einem abgeplatteten Glasstab. In hm: 2%
eche Folge  grofderen Apparaten, welche flr prapara-
verbogenertive Zwecke meist verwendet werden, bedient man

sich eines glattgedrehten, runden Holzpistills, dessen
Endflache %5 des Rohrquerschnittes ausmacht. Es ist praktisch,
das Gerdt aus NuBholz, fur zweierlei RohrgroRen anfertigen zu
lassen (Abb. 23). Die Endstiicke sollen kreisrund, scharfkantig
und durch einen ganz schwach konvex gearbeiteten Mittelteil
mit dem Stab verbunden sein.

Man stampft nicht allzu stark, mit kleinen, energischen Schl&
gen (Hubhohe 3—6 cm). Beim Hochgehen des Pistills wird Va-
kuum erzeugt und eventuell eine Wolke von feinem Pulver zu-
rickgesaugt. Zwecks Verhinderung diesss Ubelstandes hat vor
léngerer Zeit Rocowsk I empfohlen, das Holz zu durchldchern;. es
genugt jedoch, wenn man beim Heben des Stampfers eine kleine -
drehende Bewegung macht.

Beispiel. Mal%e des Glasrohres 30 X 55 cm. Es nahm bis zu einer
Fullhdéhe von 24 cm 550 g Calciumcarbonat auf, das in 21 Portionen
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eingestampft wurde: 50 g + 20 X 25¢g. Man fiihrte bei jedem Anteil
20 Schldge aus. Gesamtdauer des Einfullens 10—15 Minuten.

Etwa Ys—5 des Rohrinhaltes bleibt fur die Lésung frei. Die
Menge des Adsorptionsmittels wird, im Verhdltnis zur aufzu-
nehmenden Substanzmenge, im allgemeinen sehr reichlich be-
messen. Man weicht von diesem Grundsatz nur in Spezialféllen ab.

So hat STRAIN (1) zur partiellen Scheidung von a- und [3-Carotin
nur so viel Magnesiumoxyd angewandt, da die Menge desselben
etwas geringer war, als zur Bindung des gesamten Farbstoffes er-
forderlich gewesen wére. Das schwécher adsorbierbare «-lsomere
haufte sich im Filtrat an.

Nachdem das Pulver bis zur gewiinschten Hohe eingefillt
worden ist, setzt man das Rohr auf eine Saugflasche, laRt die
Pumpe laufen, wahrend man die Saule mit dem Holzpistill
oben nochmals feststampft: die ganze kreisrunde Oberflache wird,
namentlich entlang der Glaswand, gleichmaRig mit gelinden
StoRen bearbeitet (nicht dricken). Diese letzte Vorbereitung
dauert 1—2 Minuten und muf} so lange (aber nicht lénger!) fort-
gesetzt werden, bis beim Zuriickziehen des Pistills keine Staub-
wolke mehr entsteht. So wird das Entstehen von Luftblasen bzw.
Rissen beim nachfolgenden AufgieRen der LoOsung vermieden.
Bereitet man jedoch eine allzu harte Oberflache (namentlich auf
CaCO03 und ahnlichen Materialien), so kann die Fullung gleichfalls
bersten; groRere Stiicke des Adsorbens schwimmen dann in der
Flussigkeit.

Namentlich beim Gebrauch von geraumigen Vorrichtungen ist
das Einstampfen beschwerlich oder unausfiuhrbar. WINTERSTEIN
und STEIN (1) verfahren daher so, daB sie die mit der Saugpumpe
verbundene, lotrecht gestellte Apparatur anteilsweise mit einer
Benzin-Suspension des Adsorptionsmittels  beschicken.  Jedesmal
wird schwach und schlieilich stark gesaugt. Die Oberflache muR
ohne Unterbrechung mit Benzin bedeckt sein. Das Fillen des
S. 56 erwahnten Perkolators mit 3 kg Puderzucker erforderte 2 bis
3 Stunden.

CASTLE, GILLAM, HEILBRON und THOMPSON geben an, daR die fur
die Aufteilung von Vitamin-A-Konzentraten geeignete Calcium-
hydroxyd-Séule folgend vorbereitet werden muR: Man schittelt das
Material stark mit einigen Raumteilen Benzin, |&Rt die Suspension
Y, Stunde stehen, wobei zur Entfernung von Luftblaschen gelegent-

lich mild geschwenkt wird. Man fillt das Glasrohr anteilsweise und
fihrt die nachste Portion jeweilig erst ein, wenn die vorangehende
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sich vollkommen abgesetzt hatte. Die Vorbereitung der Kolonne
erforderte hier einige Stunden. — HOLMES, CASSIDY, MANLY und
HARTZLER entfernen Gasblaschen durch Klopfen.

Nach unseren Erfahrungen erzielt man durch die Einfiillung
einer Suspension tatsachlich eine gleichmaliigere Schichtung von
Farbstoffzonen, man mu aber, namentlich wenn ein Glasrohr
Calciumcarbonat oder Kalk enthélt, den Nachteil in Kauf nehmen,
da die Saule beim Auspressen durchlaufende Risse langs der
Zylinderachse erhalten kann.

In geeigneten Fallen haben wir, falls das Einfiillen dringend
war, dasselbe so ausgefiihrt, dal? unter stetigem Saugen trockenes
CaCOs; oder Ca(OH), portionsweise in das Rohr gebracht und rasch
gestampft wurde. Es laBt sich auch auf diesem Wege schén waage-
rechte Lagerung erzielen, bei der weiteren Verarbeitung darf jedoch
die Fullmasse nicht ausgepref3t werden, da se in mehrere lange,
von der Rohrmindung an nach auswarts gebogene Stiicke zer-
fallt. Dem Abraumen des Rohrinhaltes mit dem Spatel oder der
Bereitung eines , flissigen" Chromatogramms (S. 65) steht natir-
lich nichts im Wege.

Fllt man getrennte Schichten von zwel Adsorptionsmitteln in
ein gemeinsames Rohr, so stampfe man die untere Lage, wie ge-
wohnlich, fest, wickle dann dasHol zpistill inein reines L einwand-
tuch und setze das Schlagen noch einige Zeit fort, wahrend die
Saugpumpe lauft. Sodann wird die Glaswand sehr sorgféltig von
kleinen Staubteilen (herriihrend von der Fillmasse) befreit und
erst dann mit dem Einstampfen des zweiten Adsorptionsmittels
begonnen. Versaumt man diese Vorsichtsmal3regel, so erleidet das
Chromatogramm an der Berthrungsflache der beiden Saulen unter
Umsténden eine empfindliche Storung.

Einfhren der Ldsung.

Wenn das Rohr vorbereitet ist (s. oben), &Rt man die Pumpe
weiterlaufen und giefdt den ersten Fliissigkeitsanteil ohne Verzug .
so auf, dal’ die gesamte Oberflache mdglichst gleichzeitig benetzt
und bedeckt werde. Dies geschieht ohne besondere Vorrichtung,
man kann aber auch einen Tropftrichter oder sonstige, selbsttétig
wirkende Reguliermittel gebrauchen. Beispiele hierzu bringt S. 51
bis 52 wie auch fir das Arbeiten bei Luftausschluf3. Es ist sehr
wichtig, dal? die obere Grenzflache des Pulverzylinders standig mit
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Flissigkeit bedeckt bleibe, von der Einfiihrung des ersten L@ésungs-
anteiles bis zum Abschlul des Entwickeins. Achtet man hierauf
nicht, so wird unter Umsténden die partiell ausgetrocknete Saule
schrumpfen. Gie3t man dann wieder Flissigkeit auf, so sickert
dieselbe nicht mehr gleichmaRig durch den gesamten Querschnitt,
sondern ein Teil davon eilt voraus, entlang der Glaswand. Deshalb
darf die -flissige Phase aus dem ungefillten Rohrteil erst ver-
schwinden, wenn bereits das Auspressen vorgenommen werden soll.

Kommt eine soeben eingestampfte, noch trockene Adsorptions-
saule plétzlich mit einer Flissigkeit in Beruhrung, so ergeben sich
bei manchen Materialien zwei Ubelstande: 1. werden von der
oberen Grenzflache feine Teilchen aufgewirbelt und 2. kénnen
kleine Risse entstehen, wodurch das feste Geflige gestort wird.

Man schitzt die Saule durch Auflegen eines runden Filtrier-
papierstiickes ; eventuell wird dieses kurz vor dem Versuch mit dem
Losungsmittel befeuchtet. TSWETT legte einen, mit dem reinen
Solvent durchtrankten Wattebausch auf die Rohrfullung, welcher
einige Zeit dort belassen und erst unmittelbar vor dem Aufgieflen
der Ldsung entfernt wurde. Man erzielt so ein allmahliches Durch-
dringen der empfindlichen Oberflache durch die D&mpfe eines
organischen Solventen. Manchmal ist es sogar vorteilhaft, zu-
nachst die gesamte Saule mit dem Ldsungsmittel unter Saugen
anzufeuchten. In zahlreichen anderen Féllen sind alle die er-
wahnten Mafiregeln entbehrlich, besonders wenn ein enges Rohr
in Gebrauch steht.

Bei der Chromatographie von Acetylcellulose erwies sich ein
Anfeuchten der S&ule als ungunstig: S. 159.

Entwickeln zum fertigen Chromatogramm.

‘Das , Entwickeln" geschieht durch reichliches AufgieRen eines
reinen LoOsungsmittels, das entweder identisch mit dem ange-
wandten Solvent oder davon verschieden sein kann. Man wahlt
die letztere Variante, wenn die Elutionskraft gesteigert werden
soll, d. h. wenn das Ldsungsmittel des eingefuhrten Substanz-
gemisches nicht oder nur mit Zeitverlust imstande ist, die Zonen
auseinanderzuziehen. Man setze das Entwickeln so lange fort, bis
ein optimales Saulenbild erreicht ist, bis also der Eindruck ent-
steht, " dal3 alle oder diejenigen Schichten, fir welche man Inter-
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ese hat, sauber herausgeschnitten werden kénnen, ohne da mehr
als hochstens eine Komponente die Séaule passiert hat. Im Ver-
laufe auch der Entwicklung mu die obere Grenzflache des Ad-
sorptionsmittels stets mit Flissigkeit bedeckt sein. Auch ganz
kurze Unterbrechungen sind schadlich.

Uber den Gang des Entwickeins orientieren die Abb. 33—35 auf
S 193

KUHN und WEYGAND haben ein rohes, fiir die Reinigung be-
stimmtes Flavin-Préparat in fester Form mit Aluminiumoxyd ver-
rieben und das Gemisch auf eine vorbereitete A1,0s-Séaule gestampft.
Ldsen und Entwickeln verliefen hier wahrend der gleichen Operation,
namlich beim AufgielRen von Holzgeist + Xylol.

Die Beschreibung eines entwickelten Saulenbildes geschieht
zweckméflig nach dem im Speziellen Teil gebrauchten Schema,
wobei von den links stehenden Zahlen die Zonendicke in Milli-
metern angegeben wird (Beispiel: S. 98).

Fur die Beurteilung des Chromatogramms gelten die folgenden
Gesichtspunkte.

Das Aussehen desselben ist weitgehend unabhéngig von
Begleitstoffen, worauf eigentlich die vielseitige Anwendbarkeit
der TSWETTschen Methode beruht. Es gibt aber auch Félle, in
denen eine Anderung des normalen Séulenbildes beobachtet wird,
wobei die Zonen sich anormal ausbreiten und verwaschen aus-
sehen, ganz als wenn ein Elutionsmittel zugegen wére. Tatsachlich
setzen hohere Konzentrationen mancher Begleiter die Oberflachen-
aktivitat der festen Phase gegenlber der geldsten Substanz stark
herab. Die Adsorptionsisotherme verlduft dann ganz anders als
diejenige der reinen Verbindung, und zwar so, daR beim"Versuch
Elutionsvorgénge 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 daf}
Stoffe durch die Kolonne gehen, die eigentlich fixiert werden
muBten (Vgl. hierzu Abb. 42—43, S. 196.)

Das ein- bis viermalige Wiederholen des Adsorptionsversuches
" fihrt meist zum Ziel, da die absolute Menge des Begleitstoffes
von Saule zu S&ule rasch sinkt. Wenn unbedingt nétig, so fihre man
eine Vorreinigung des Rohauszuges nach irgendeinem anderen Ver-
fahren aus, wasnamentlich dannerforderlich seinwird, wenn der Quo-
tient gesuchte Substanz/gesamter Stoffinhalt sehr ungunstig liegt.
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Besonders reine Préparate zeigen meist groRere -Adsorptions-
kraft, ja es kam vor, daf} die Elution gerade durch den hohen
Reinheitsgrad erschwert oder vereitelt wurde.

Die Vielfaltigkeit der mdglichen Kombinationen bringt es
jedoch mit sich, dal} die soeben beschriebenen Verhéltnisse auch
umgekehrt werden kénnen, so daR das Festhalten einer Substanz
durch die Anwesenheit eines Begleitstoffes in der Séule beglnstigt
wird. Von dem Begleiter wird die Kolonne sozusagen ,,gebeizt"
und das ,Aufziehen“ gefdrdert. Als Adsorbens ist dann nicht
die in das Rohr eingefillte Masse zu betrachten, sondern das
System Fullmasse Begleiter. Das Fixieren einer dritten Sub-
stanz wurde von SCHOPF und BECKER als , Secundér-adsor ption*
bezeichnet (vgl. auch KOSCHARA 4, 5).

SCHOPF und BECKER haben gezeigt, daR das Erythropterin
(S. 139) aus seiner Rohldsung (waRriges Pyridin) sehr fest an
Aluminiumoxyd adsorbiert wird, obzwar dies mit dem reinen
Farbstoff miRlingt. Die Menge des kaum geféarbten Begleiters
kann nur gering sein, denn sie reicht zur Festhaltung des Gesamt-
farbstoffes nicht aus; ein Teil davon l&uft durch die Kolonne
und konnte eine gar nicht vorhandene Heterogenitét vortéuschen.
Der héngengebliebene Pigmentanteil wird von Pyridinwasser
langsam eluiert und beim nochmaligen Filtrieren durch eine neue
A1,05- Saule nicht mehr adsorbiert. Der Begleiter verbleibt in
demselben Bezirk der ersten S&ule, wo friher das Erythropterin
festgehalten war, und verrat sich durch eine schwach braunliche
Verfarbung oder durch die violettblaue Fluorescenz unter der
Quarzlampe.

Das noch ausstehende Studium von kunstlich hervorgerufenen
Sekundar-adsorptionen verspricht interessante Ergebnisse.

SchlieRllich sei vormerkt, dal?3 das Adsorptionsverhalten in waRriger
Losung auch von Salzen beeinflufdt werden kann, so dal3 verschiedene
Salzkonzentrationen zu abgestuften Moglichkeiten der Fixierung

bzw. der Elution fiuhren (vgl. z. B. KOSCHARA 4, RUGGLI und
JENSEN 1 sowie S. 154—155).

Auspressen und Zerschneiden der Saule. Elution der
Komponenten.

Damit das Auspressen des Adsorptionsmittels leicht und ohne
Zerbrockelung gelingt, darf es weder zu feucht noch zu trocken
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sein. Nachdem das Entwickeln abgeschlossen wurde, 183t man
die Pumpe zunéchst weiterlaufen, bis die oben stehende Fliissig-
keitsschicht 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 ein-
gesickert sind, die Rohrmiindung mit dem flachen Handteller
Y+—Y% Minute verschlossen hélt, wahrend die Pumpe noch l&uft.

Das Auspressen geschieht am besten mit Hilfe des auf S. 58
abgebildeten Holzpidtills, in waagerechter Stellung des Glasrohres,
das unmittelbar Uber Schreib- oder Glanzpapier gehalten wird.
I'st das Ausdriicken erschwert oder unausfihrbar, so kann man das
Fallmaterial mit einem Spatel abrdumen, was im grof3en Versuchs-
malistab stets erforderlich ist (S. 56). Meist geniigt es, das Ad-
sorptionsrohr vom Apparat zu entfernen, worauf man es umdreht
und, mit der Mindung nach unten, mehrere Male sanft aus 1 cm
Hohe auf die mit einem Tuch bedeckte Tischplatte fallen 1&03t.
Die Fillung lockert sich, die Saule wandert langsam der Offnung
zu und wird mit dem Pistill ausgeprefst. Man kann Ubrigens .
einzelne Sdulenbezirke mit Hilfe von runden L ein wands tiickchen
von vornherein abgrenzen.

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

Die einzelnen, homogenen Séulenteile werden mit dem Skalpell
grob zerbrockelt, sofort in das bereit stehende Eluens geworfen
und umgeschwenkt. Das Herausldsen erfolgt meist mit grofder
Geschwindigkeit. Es mul3 nur ausnahmsweise erwarmt werden.
Die Suspension wird filtriert (vorteilhaft sind Glasnutschen) und
nachgewaschen.

Die Kontrolle der Homogenitat erfolgt am besten W|eder
" chromatographisch.
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Fir die weitere Untersuchung kénnen keine allgemein geltenden
Regeln gegeben werden, da ja alle physikalischen, chemischen und
physiologischen Methoden zur Verflgung stehen, der Eigenart
des betreffenden Korpers geméR. Ahnliches gilt fir die Isolierung.

RUGGLI und JENSEN (1) haben bei der Chromatographie von
gewissen wasserloslichen Teerfarbstoffen ein originelles Verfahren
angewandt. Jedes Toileluat wurde unmittelbar auf merzerisierte
Baumwolle aufgefarbt, von dort mit kochendem Wasser wieder ab-
gezogen und erst dann as Pulver isoliert. Zur Selektivitat der Ad-
sorptionssaule gesellte sich hier das aviswdhlende Festhalten von
Pigment durch die Faser.

Flissiges Chromatogramm,

AuRer dem vorangehend beschriebenen Gang des Adsorptions-
versuches wird recht haufig noch eine andere Arbeitsweise befolgt,
welche bereits S. 50 erwahnt wurde und dadurch gekennzeichnet
ist, dal} die Sdule weder aus dem Glasrohr geprefdt, noch zer-
schnitten wird. Vielmehr trachtet man, den gesamten adsorbierten
Stoffinhalt (oder Teile davon) durch die Kolonne zu treiben und
fangt die einzelnen Filtratfraktionen durch Wechseln der Vorlage
gesondert auf. So ergibt sich ein gleichfalls bequemer Arbeits-
gang.

Je nach der Adsorptionskraft kommt das obige Prinzip in
verschiedenen Ausfihrungsformen zur Geltung. Beispielsweise
bildet man zunéchst ein normales Chromatogramm aus, welches
dann so energisch entwickelt wird, dal3 die Komponenten nach-
einander in das Filtrat wandern. Man erzielt dies entweder mit
Hilfe einer einzigen Elutionsfllssigkeit oder werden immer stéarker
wirkende Eluenten nacheinander aufgegossen; jedes entfernt
gewisse Stoff arten aus der Saule. Hatte man fir jede Schicht ein
streng auswahlend wirkendes Elutionsmittel zur Verfligung, so
waren ideale Voraussetzungen fiir die beschriebene Art des Ver-
suches gegeben.

Im Falle einer stark verunreinigten Rohlésung mufd man unter
Umstanden zwangsweise ein ,fllssiges® Chromatogramm bereiten,
weil ein stabil verankertes Saulenbild Uberhaupt nicht zustande
kommt. Man beobachtet dann, von dem Zeitpunkte des ersten
Aufgusses bis zur Beendigung der Adsorptionsanalyse, ein stetiges
Durchlaufen von geldster Substanz. Entwickelt wird Uberhaupt

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. : 5
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nicht, sondern man féangt die abwértswandernden Zonen einzeln
auf. Ahnliche Verhdtnisse lassen sich planméaRig hervorrufen,
fals ein fir das Festhalten des gelésten Materials zu schwach
wirkendes Adsorptionsmittel gewdahlt wurde.

Freilich gentgt die angegebene Ausfiihrungsform zur Trennung
von eng aneinander liegenden, dinnen Scheiben keineswegs,
namentlich wenn sie sehr ahnliche Stoffe enthalten; bereits ge-
schiedene 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 némlich die in den
oberen Bezirken der Séule festgehaltenen Stoffanteile rasch heraus-
_ gelést, nach unten gespilt und mit dort befindlichen anderen
Fraktionen wieder vermengt, noch bevor die letzteren die Séaule
verlassen konnten. Geschieht dies im Falle farbloser Materialien,
in dem man die Vorgange nicht unmittelbar beobachten kann, so
kann Untrennbarkeit vorgetduscht werden, besonders wenn
einzelne Schichten des Chromatogramms stark verbogen waren.

Trotz dieser Einschrdnkungen bildet das , flussige® Chromato-
gramm ein unentbehrliches Hilfsmittel zur Aufarbeitung gewisser
Stoffgemenge. Die gewonnenen Filtratanteile lassen sich mitunter
der ,normalen"” Chromatographie unterziehen.

Adsorption und Elution in walriger Losung, Einflul3
der  Wasserstoffionenkonzentration.

Es ist namentlich aus den klassischen Enzym-Forschungen von
WILLSTATTER und seiner Schule bekannt, da3 die Adsorption von
organischem Material an eine anorganisch zusammengesetzte feste
Phase, aus walriger Losung, von der Wasser stoffionenkonzen-
tration beeinflult und geleitet wird. VerhaltnismaRig kleine Ver-
schiebungen im pH konnen gewaltige Effekte hervorrufen und
filhren beispielsweise zum Herausl6sen des Adsorbats. Ahnliche
Vorgange kommen an der Oberflache eines jeden Koérnchens zur
Geltung und sind von der aufferen Form der adsorbierenden
Gesamtmasse weitgehend unabhangig. Se spielen demnach auch
in die TSWETTschen Versuchstechnik hinein.

Dies bedeutet, dal3 man sehr oft unter Anwendung von Puffer-
Gemischen arbeiten wird.
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Es ist das Verdienst von KOSCHARA (4,5), die einschl&gigen
Verhéltnisse fur bestimmte Falle systematisch untersucht und
dargelegt zu haben. Aus seinen, namentlich an Bleicherden (S. 43)
gesammelten Erfahrungen sei hier folgendes mitgeteilt.

Man kann in waRriger Lésung, unter Verwendung von Bleich-
erde, in einem breiten Reaktionsbereich arbeiten, namlich be-
ginnend von 5n-Mineralsdure, bis zu pH = 11. Ein starkeres
AlkalifalltHydroxyleaus, welchedasFilterverstopfen.DieElution
geschieht meist in der intakten Saule, einfach durch - Senken
oder Erhohen der Wasserstoffionenkonzentration. So wurde z. B.
bei py = 7,6 adsorbiert, bei 83 nachgewaschen und bei 9,2 ent-
wickelt. Es kam vor, dal3 die Reihenfolge zweier Zonen bereits
durch eine Verschiebung des py um 0,3 Einheiten vertauscht
wurde. Oft bieten diese Verhaltnisse gute Vorbedingungen fir
die Erzeugung eines ,flussigen" Chromatogramms (S. 65).

Als Puffer haben sich Phosphat- und Boratlésungen nach
SORENSEN bewdhrt; die Verwendung von Ammonchlorid + Am-
moniakpuffer ist unglnstiger. WaRrige Alkaliacetate sind auf
Bleicherden zu vermeiden. Gebraucht man Aluminiumhydroxyd,
so-wird die Pufferldsung zweckmallig mit Holzgeist verdinnt.

Falls die Alkalinitat des Puffers zur Elution nicht ausreicht,
verwende man eine 2prozentige oder starkere waRrige Pyridinldsung,
eventuell eine noch wirkungsvollere Mischung von Pyridin und
Sauren. Die Eluierbarkeit héngt natirlich nicht nur vom Milieu,
sondern auch von der chemischen Zusammensetzung des Ad-
sorptionsmittels ab, z. B. erforderte ein Farbstoff zur Elution
aus Bleicherde X X F py = 8,3, wahrend er von einer Frankonit-
KL-Saule erst bei 9,2 abgeldst werden konnte.

M an versuche die Anwendung von Bleicherde zuerst in neutraler
oder saurer Ldsung. Eine ,neutrale Adsorption“ laRt sich in-
dessen nur erreichen, wenn auch das Adsorbens wirklich neutral
reagiert, wenn es also fabrikatorisch nicht mit Saure vorbehandelt
wurde (vgl. S. 43). Die Kombination neutrale Erde + saure
Ldsung ist in der Adsorptionssaule unglnstig, da durch das Ent-
weichen von Kohlendioxyd Risse entstehen kdnnen. A uf Frankonit
sind auch saure Ldsungen verwendbar, obzwar es meist geniigt,
wenn eine neutrale Fllssigkeit zu dieser sauren Erde gelangt.

Die Frankonit-KL-Saule sowie das Adsorbat miissen aus-
giebig mit dem Aufnahmepuff er gewaschen werden, denn nur dann

. &
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ist die Kolonne fir eine glatt verlaufende Entwicklung richtig
vorbereitet. Durch ein solches Waschen wird allerdings der
Farbstoff meist gar nicht abwartsgetrieben und nicht eluiert, die
Séaule verandert sich jedoch derart, dal lokale, ,sauer adsor-
bierende" Stellen verschwinden. Hat man dagegen die Saule un-
geniigend mit dem Aufnahmepuffer durchspiilt, so 18st zwar das
nachfolgend angewandte Eluens den Farbstoff ab und treibt ihn
in tiefer liegende Bezirke, doch stockt die wandernde Schicht
plotzlich 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 cm Wasserdruck)
und 8Bt die Pumpe erst spater kraftig laufen.

Einschlagige Arbeitsvor  Schriften.  Isolierung von Lyochromen
(S. 136) sowie von Uropterin (S. 143) aus Harn. — Chromatographie
inwaRriger Losung, ohne Anwendung von Puffern: Anthocyane, S. 145.

Besondere Methoden zur Chromatographie farbloser
Substanzen.

Die auf Grund der Verschiedenheit von Adsorptionsaffinitaten
sich abspielende Stoffzerlegung steht mit der Farbe in keinem
zwangsweisen Zusammenhang. Vielmehr ist die fraktionierte Ad-
sorption von Pigmenten der fir den Experimentator bequemste
Spezialfall einer allgemeineren Erscheinung, in welchem der Ver-
suchsablauf mit dem Auge verfolgt werden kann. In zahllosen
anderen Féllen erfolgt gleichfalls eine Schichtung, ohne dafd dies
auffallend zutage treten wirde. Schon TSWETT (1) spricht treffend
von einem unsichtbaren 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 TSWETTschen |dee,

namlich das Durchstrémen des Adsorbens in ener Richtung, auch bei
Versuchen mit weiBen Substanzen in Geltung bleibt.

Derzeit sind die nachfolgend aufgezdhlten Methoden zur
Chromatographie von farblosem bzw. schwachgeférbtem Material

in Gebrauch. Man ist dabei bestrebt, ein unmittelbares Beob-
achten zu ermdglichen, also irgendwie Farbe oder Leuchterschei-
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nungen hervorzurufen. Gelingt dies, so werden jene Aufteilungs-
verfahren brauchbar, welche sich auf dem Gebiet der Pigmente
bewéahrt haben.

1. Das empirische Verfahren.

2. Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator.

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

4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in ultraviolettem
Licht.

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farb-
reaktionen.

1. Das empirische Verfahren

besteht einfach darin, da® man das Chromatogramm, obzwar
keine sichtbaren Wegweiser vorhanden sind, in mehrere Bezirke
aufteilt und die Eluate einzeln untersucht. Nachdem so die Ver-
héltnisse geklart wurden, wird man bei dhnlichen, mit demselben
Material ausgefiihrten Versuchen planmaRig vorgehen koénnen.
Dasselbe gilt naturlich auch fur Filtrate, die sich an teils weise
auffangen und prifen lassen.

2. Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator.

Bereits TSWETT (1) empfahl, der aufzuteilenden farblosen
Ldsung ein Pigment beizumengen, dessen Platz in der Saule, relativ
zu einem weilen Inhaltsstoff, genau bekannt ist. Durch den Farb-
stoff wéare dann auch die Lage einer unsichtbaren Zone markiert,
ebenso ihr Abwartswandern wéahrend der Entwicklung zum
fertigen Chromatogramm. Das Verfahren ist wirklich ausfihrbar,
eine allgemeine Methode bietet sie aber nicht (vgl. auch WINTER-
STEIN und STEIN 1). Jedenfalls muRl das Adsorptionsverhalten
genau studiert und die Vorschrift sorgfaltig festgelegt werden.

In der neuen Untersuchung von BROCKMANN (3) findet man
ein schones Beispiel fir diese Arbeitstechnik. Zwecks Isolierung
des Vitamins D; aus Thunfisch-Leberél (Einzelheiten S. 182)
wurden zahlreiche Farbstoffe auf ihre Eignung as Séulen-
indicator geprift, und zwar durch Vergleich mit Vitamin D, in
bezug auf die Adsorptionsisotherme sowie auf das chromato-
graphische Verhalten. Hierbei fand auch der Einfluf3 von physio-
logisch unwirksamen Begleitern, welcheinLeberdlen vorzukommen
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pflegen, die geblhrende Berlicksichtigung. Am besten hat sich
das ,Indicatorrot 33“ bewéahrt: die roten Zonen des Chromato-
gramms waren gleichzeitig die vitaminreichsten. Erst"wenn der
Farbstoff in einer schmalen Schicht sich angesammelt hatte,
schliefft man das Entwickeln ab und zerschneidet die Séaule.

In glnstigen Ausnahmefédllen wird der Indicator von der
Natur selbst dargeboten; so befindet sich im Giftsekret der Krote
ein Pigment, das genau wie das farblose Hauptgift Bufotalin ad-
sorbiert wird (WIELAND, HESSE und HUTTEL; S. S 170, vgl. auch
TSCHESCHE und OFFE, S. 171).

3. 'Chromatographie nach chemischer Umwandlung des farblosen
Gemisches in geféarbte Stoffe.

Das Prinzip dieses Kunstgriffes besteht darin, den Substanzen,
vor Ausfuhrung der Adsorptionsanalyse, ein spater leicht ab-
spaltbares Chromophor anzuhdngen, wodurch die gestellte Auf-
gabe auf die Zerlegung von Farbstoffen zuriickgefiihrt wird. Diese
Arbeitsweise stammt von STRAIN (4) und diente zun&chst 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 sehr nitzliche Verfahren
erfordert einen verhdltnismaRig bedeutenden Zeitaufwand.

Beispiele, a) Eine Petrolétherlésung der Dinitro-phenylhydrazone
von R-Jonon und Campher wird auf Taleum verarbeitet: oben bleibt
das Jonon-, darunter das Campherderivat héngen.

b) Trennung von Geronsdure- und jCatwZinsédwre-dinitrophenyl-
hydrazon, in Benzin, auf Talcum. Oben: das Hydrazon der L&vulin-
sdure CH3;CO(CH,),COOH, darunter dasjenige: der Geronséure
HOOC - C(CHj3),CH,.CH;,-CH,-CO-CHj.

Die mit Sprit eluierten Dinitro-phenylhydrazone lassen sieh in
walriger, walrig-saurer oder in Eisessiglosung mittels einer Di-
carbonylVerbindung wieder spalten, z. B. mit Glyoxal, Methyl-
glyoxal oder Diacetyl.

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

Ein prinzipiell &hnlicher Weg wurde von LEDERER bei der
Trennung von Phenolen befolgt (Privatmitteilung): Man versetzt
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die waldrige Losung mit Ferrichlorid und chromatographiert die
tiefgefarbte Flissigkeit auf A1,0;. Phenol, Resorcin, Brenz-
catechin und Phloroglucin lassen sich gut unterscheiden.

4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in ultraviolettem Licht.

Diesss besonders fruchtbare und entwicklungsféhige Ver-
fahren grindet sich darauf, dal3 zahlreiche farblose Substanzen im
Licht der QuarZampe lebhaft fluorescieren. Die Erscheinung wurde
gleichzeitig von WINTERSTEIN und
SCHON (1) bzw. von KARRER und
SCHOPP (2) auf dem Gebiet der TSWETT-
schen Arbeitstechnik nutzbar gemacht.
Die letztgenannten Forscher fiihrten
die Bezeichnung , Ultra-chromatogra-
phie* ein, GRASSMANN und LANG
. sprechen von einem ,, Fluorescenz-chro-
matogramm’ .

Durch die neue Arbeitsweise wird
€s nicht nur ermdglicht, den Platz fluo-
rescierender Substanzen in der Saule zu
lokalisieren und dieselben von Stoffen
zu trennen, welche mittels einer Ultra-
violettbestrahlung nicht anregbar sind,
sondern man beobachtet im glinstigen
Falle verschiedenfarbiges und ungleich
starkes Leuchten der einzelnen Bezirke
(Blaufluorescenz ist meist untypisch).
Das richtige Zerschneiden der Siule be-  Abb. 24. Adsorptionsrohr sus
reitet dann keine Schwierigkeit. Quarz (montiert).

Die theoretisch glinstigsten Versuchsbedingungen sind bei der
Verwendung enes Quarzrohres gegeben, z. B. in der einfachen
Anordnung der Abb. 24 (R= Rohr, 16 cm lang; w— Watte;
k—Kork; nach GRASSMANN). KARRER und SCHOPP (2) emp-
fehlen ein viereckiges Rohr mit planparallelen Wénden fir den
Kleinversuch. Der Gebrauch des immerhin kostspieligen Quarzes,
aus welchem geschliffene Apparaturen nur umstandlich herzu-
stellen sind, ist aber nach unseren Erfahrungen gar nicht erforder-
lich, wenn die Fluorescenz einigermalen stark ist, sondern man
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kommt mit Glas aus, am besten mit weichem Geréteglas (Schott
und Gen., Jena). In anderen Fallen wird man die Séaule erst
nach dem Auspressen in das Uviollicht bringen und so die appara-
tive Schwierigkeit umgehen.

Als Lichtquelle fur 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 bewdhrt

Abb. 25. Aufteilung des Cliromatojrralimies unter der tragbaren Quarzlampe.

(Abb. 25). Die Geféalhille besteht aus Dunkel-uviolglas, von
welchem nur das um 366////liegende Spektralgebiet durchgelassen
wird. So entféllt der Gebrauch eines Lichtfilters. Der Innen-
raum der gerdumigen Halbkugel (Durchmesser 36 cm) kann voll
ausgenutzt werden. Man drickt die Séule auf schwarzes Papier
aus und zerschneidet se unter der Glocke, wahrend der Experimen-
tator durch eines der Gucklocher blickt (Schutzbrille unndétig).
Sogar verbogene Chromatogramme lassen sich mit Hilfe eines
Skalpells gut verarbeiten. Ofters sehen die ,leeren* Saulen teile
dunkelbraun oder schwarz aus, ao, dal? die festgehaltene Substanz
sich leuchtend abhebt. Allerdings kann auch eine leere Kolonne
fluorescieren, je nach ihrer chemischen Beschaffenheit.
Manchmal beeinflult die Anwesenheit einer Substanz das
Leuchten einer anderen in Uberraschend hohem MaRe. So wird
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z. B. nach WINTERSTEIN, SCHON und VETTER die Fluorescenz
des Anthracens schon durch einen Zusatz von V30000 % Naphtacen
vollstandig, durch einen solchen von 710000 % fast ganz gel6scht.

Arbeitet man in wabrigen oder wasserhaltigen Medien, so ist
zu beachten, dall Starke und Farbe der Leuchterscheinung weit-
gehend vom herrschenden py abhéngen konnen. Das Verhalten
des Fluorescenzlichtes bei einer planmaRigen Verschiebung der
Wasserstoffionenkonzentration kann fir die betreffende Substanz
typisch sein und dieselbe von sonst ahnlichen Begleitern unter-
scheiden. Ein schoénes Beispiel bietet der von KOSCHARA (5)
studierte Farbstoff Uropterin (S. 143), dessen Verhalten in
Tabelle 9 wiedergegeben wird.

Tabelle 9. Fluorescenz des Uropterins, in Abhangigkeit
von der Wasserstoffionenkonzontration.

i Fluorescenz in ultraviolettem

Milieu Farbe Licht
Starke Mineralséure . farblos rot
normal -Mineralsdure . farblos geldscht
Essigsaure o gelb geloscht (mattgelb)
PH=4 i grinblau gelbgrin (schwach)
pu=7bis 11 . . grunblau himmelblau
Sodal 6sung Co blaugrin grin
Natronlauge . Co gelb geldscht (moosgrun)

Es sei schliefflich bemerkt, dal man das Fluorescenzlicht
auch spektroskopisch kennzeichnen kann.

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farbreaktionen.

Es gibt in der Literatur mehrere Beispiele dafiir, dal die fir
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, aso in den Teileluaten geschehen und fallt
dann, streng genommen, auRerhalb der chromatographischen
Methodik, oder aber wéahrend des eigentlichen Versuches, am
besten in der Saule selbst.

Fur die erstere Arbeitsweise stammt ein frihes Beispiel von
WINTERSTEIN und STEIN (1) und betrifft die Scheidung von
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Cholesterin und Ergosterin bzw. die Anreicherung des letzteren
(vgl. S. 183). Das Cholesterin ging groftenteils in das Filtrat, die
Saule wurde in vier Teile zerschnitten und mit Ather + Methanol
,eluiert. Die ROSENTHEIM-TORTELLI-JAFFESCHE Farbreaktion fiel
nur mit dem Stoffinhalt der obersten Schicht stark positiv aus.

KOGL, HAAGEN-SMIT und ERXLEBEN haben ihr Hetero-auxin-
Praparat aus Benzol auf Calciumcarbonat Chromatographiert und
mit Benzol + Alkohol entwickelt (N&heres S. 188). Ein Teil der
Substanz passierte das Adsorbens und gab keine Reaktion mit
Eisenchlorid-Salzsdure. Nun wurde die Séule in sechs Teile zer-
schnitten, jeder mit Sprit eluiert und der Trockenruckstand der
Ausziige auf die genannte Farbreaktion untersucht, welche haupt-
séchlich mit dem 3. und 4. Anteil positiv verlief.

Die Anzahl derartiger Vorschriften liefe sich vermehren. Wii
gehen indessen zu weiteren Verfahren Uber, bei welchen das Zer-
schneiden der Kolonne entweder ganz wegbleibt oder erst nach
Vornahme einer Farbreaktion ausgefiihrt wird.

RUGGLI und JENSEN (2) gelang die Scheidung von Naphtol-
sulfosduren wie folgt: Das unsichtbare Chromatogramm (Alu-
miniumoxyd, walrige Losung) wird mit Wasser entwickelt, bis
die einzelnen Zonen nacheinander in das Filtrat gelangen. Man
fangt se in besonderen Vorlagen auf, die mit einer Diazoldsung
beschickt sind (diazotiertes Echtrot JTR-Base), und erhdlt z. B.
mit Natriumsalzen der 1-Naphtol-4-sulfosdure einen roten, mit
der 2-Naphtol-4-séure einen violetten Farbstoff. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde die herausgeprefite Sdule mit der Diazo-
I6sung Ubergossen, wobei ihre obere Halfte violett, die untere sich
rot anférbte.

Die Aufgabe ist in manchen Fallen auch nach der folgenden
Pinselmethode |6sbar, und zwar fast ohne Verlust an Substanz.

Nach Erzeugung des unsichtbaren Chromatogramms pref3t man
die Sdule aus dem Rohr und zieht mit einem Pinsel, der in ein
passend gewahltes Reagens getaucht worden ist, einen dinnen
Strich auf dem Adsorbens, parallel zur ganzen Langsachse. Die
Linie wird nur dort scharf hervortreten, wo sie die Schicht einer
Substanz passiert, welche mit ihr zur Pigmentbildung befahigt ist.
Im Falle farbiger Reagenzien, z. B. Permanganat, beobachtet man
einen Umschlag der Nuance. Nachdem die Lage der betreffenden
Schicht aufgefunden und bezeichnet wurde, schabt man mit
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einem Messer die vom Reagens b Sdule wie gewohnlich (zECH-
MEISTER, CHOLNOKY und UJHELefeuchtete dinne Lage des

Adsorbens ab und zerschneidet dieYl; Abb. 45, S. 197).

Beispiele, @) Trennung von Benzdin und qc- Naphtylamin.  Je
30 mg Substanz wurden in 20 cm® Benzol + 60 cm® leichtem Benzin
gelost und auf Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN) gegossen. Als
Reagens dient eine walrige Losung von Sulfanilsdure + 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.Losung von Bleiperoxyd
in 30proz. Essigsdure angewandt, so sieht man oben einen blauen,
darunter einen grunen Abschnitt des Striches.

b) Die Trennung von a- und R-Naphtol (in Benzol + Benzin, auf
A1,03) gelingt leicht mit der Diazolésung. Man erhélt eine leuchtend
orange Farbung (R) und tief erliegend eine violette (oc).

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

d) Die Lage mancher Aldehyde laft sich mit Hilfe von Fuchsin-
schwefligsaure ermitteln (Rotférbung), z. B. diejenige von m-Nitro -
benzaldehyd, in Benzol + Benzin, auf Ca(OH),.

e) Lost man Dimethylglyoxim in viel warmem Benzol, so bleibt
es in der Kalkkolonne oben haften und wird mit Hilfe von Nickel -
sulfat leicht lokalisiert (Rotfarbung).

f) Vitamin-A-Préparate lassen sich in der Ca(OH).,-Séule mittels
der CARR-PRICE-Reaktion nachweisen (Pinseln mit SbCl; in Chloro-
form, Blauférbung): Abb. 45, S. 197.



Spezieller Teil.

. Drittes Kapitel.
Anwendungen auf natirliche Farbstoffe.

Es ist eine naturliche Neigung
unseres Geistes, allem Geféarbten
eine besondere Aufmerksamkeit zu
schenken. (Tswett)

1. Chlorophyll.

Der Anteil von TSWETT an der Anwendung der Adsorptions-
analyse auf das Blattgrin wurde schon S 2 gewdrdigt. WILL-
STATTER und STOLL, denen die Isolierung und Analyse der Chloro-
phylle a und b auf anderem Wege gelungen war, nehmen in ihrem
bekannten Werk (dort S. 157) folgend zu jenen Arbeiten Stellung:
» . . .S8ine Angaben sind, soweit se die griinen Komponenten be-
treffen, in allem Wesentlichen durch unsere Untersuchungen be-
statigt worden. Die chromatographische Methode ist bisher nur
in sehr kleinem Mal3stabe angewandt worden und sie erscheint fur
préparative Arbeit ungeeignet. Inwieweit es TSWETT gelingt, bei
der Bildung des Chromatogramms und der Isolierung der Chloro-
phyllkomponenten aus demselben die Allomerisation des Chloro-
phylls zu verhiten, ist noch nicht bekannt; nicht die spektro-
skopische Untersuchung, nur die Prifung der Phytochlorine und
Phytorhodine gibt dartiber AufschluRR."

Man sieht, dal} das Hauptergebnis von TSWETT durchaus der
praparativen Kontrolle standhielt. Wie es sich aber spéter zeigte,
waren die Befiirchtungen von WILLSTATTER und STOLL in bezug
auf die Empfindlichkeit des adsorbierten Grins teilweise be-
‘grindet. Die Chlorophylle erleiden, nach WINTERSTEIN und
STEIN (2), in der Calciumcarbonat-, Aluminiumoxyd-, Faserton-
erde- und Natriumsulfat-Saule alsbald eine Verdnderung, welche
durch den Verlust der ,Phasenprobe® sich kundgibt. Wendet
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man jedoch den (bereits von TSWETT gebrauchten) Puderzucker
an, der oben das Chlorophyll b (dunkelgriin), in einem tief er-
liegenden Bezirk das Chlorophyll a (blau) festhélt, so ist die Sta-
bilitat des Farbstoffes flr praparative Bearbeitung hinreichend.

H,C—0- .-=-.(|:—CH=CH, H,C(—C  C—CgH,
o |
[ 0 - 0 imeee e OH- — 0
N \/

\\ N —— /
/ \
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CH, ()::J ¢CH H
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CO0—CgHy, H,C—0 O
Chlarephyl a (nach H. FiscHer und Mitarh,; s awch Fomseluoigen von A, STOLL},
H,(—C-  C—CH=CH, O=CH—C-- - (—C,H,
o
¢ c L CH C C
}q/ NS

e / N \
H‘_H"“Mg CH

AN A
-/ \c o e
|
HL—C - «l—u{g HC C© C—CH,
J\\ v |
H, —¢¢H H
[I
J:OO—CNH,, H,,C—(B 0

Chlorophylt b (nach H. FiscHER und Mitarb.; » anch Forschongen vom A, 8TOLL).

Nach WINTERSTEIN und STEIN (2) waren die Chlorophyll-b-
Praparate von WILLSTATTER und STOLL noch a-haltig (15—20%),
was bei chromatographisch bereiteten Endprodukten nicht der
Fall ist. (Nach stoLL und WIEDEMANN &Rt sich der hochste
Reinheitsgrad auf anderem Wege gleichfalls erreichen.)
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Neuerdings hat sich auch zSCHEILE mit der Adsor%tionsanalyse
des Chloroprgf/lls beschéftigt; die Komponenten a und b wurden so
dargestellt, dald nach der Ausfihrung von bekannten Isolierungs-
methoden (WILLSTATTER und stoLL) noch auf Talcum chromato-
graphiert wurde (L6sungsmittel: Ather + Petroldther; Elution mit
Ather). Der Befund von zSCHEILE, dal3 auf3er den beiden Kompo-
nenten des Chlorophylls noch ein , Chlorophyll c* existiere, konnte
von WINTERSTEIN und SCHON (1) nicht bestétigt werden. Wendet
man ndmlich Puderzucker as Saulenmaterial an, so erscheint die
c-Zone nicht. Die letztere diirfte durch einen im Talk sich abspielenden
Zersetzungsvorgang gebildet worden sein.

Zur Bestimmung des Mengenverhaltnisses

von Chlorophyll a und b dient die chromatographische Trennung
mit nachfolgender Colorimetrie. Dal? ein einfacher Vergleich der
Zonenbreiten unzul&ssig ist, wurde schon von TSWETT (1, dort
S. 123—125) betont. Nach WINTERSTEIN und STEIN (2) genligen
far die Ausfiihrung der Analyse 1 bis 2 Bléatter:

Die Bléatter werden mit einem diinnen Draht umwunden und
(z. B. in flissigem N,) ausgefroren. Man zerreibt moglichst rasch
m|te|nem groRen Pistill, riihrt mit 25 cm® Benzin (Sledep 70°) -
Benzol (9:1) unter Zusatz von 8 cm® Methanol
.an, nutscht und wascht mit ebensoviel Losungs-
mittelgemisch (Rickstand weif3). Durch vorsich-
tigen Wasserzusatz (nicht schitteln!) wird das
Methanol im Scheidetrichter quantitativ wegge-
waschen und * die Pigmentlésung durch ein
trockenes Faltenfilter gegossen.

Nun folgt die Adsorption auf Puderzucker
(RohrmafRe 10 X 1 cm). Ist die Lésung fast ganz
eingesickert, sowird, jenach der Geschwindigkeit

Abb, 26, Chromato-  Jes Abwaértswanderns der Zonen, mit Benzin-
O s, oy’ Benzol-Gemischen 4:1, 9:1 oder 19: 1 nach-
wirrzssrain.  gesplilt. Die benzolreicheren Solventen ent-
wickeln stérker; ein zu rasches Entwickeln

(breite, verwaschene Zonen) wird durch Aufgielen von Petrol-
- dther (Siedep. 30—50°) abgebremst. Das Carotin lauft bald
durch und kann im Filtrat colorimetriert werden. Xanthophyll
wird starker fixiert, doch eilt es dem Chlorophyll a weit voraus..

- dupcker

AL 0, (200,

I Die Identitat des,, Violaxanthins® ist noch unsicher.
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Um es festhalten zu kénnen, fillt man eventuell in den unteren
Teil des Rohres scharf getrocknetes CaCO; ein; das Carotin lafit
sich, wenn noétig, mit Hilfe von A1,0; abfangen: Abb. 26, S. 78.

Benzin und Benzol werden mit Petroldther aus der Saule
gedrangt und das Chromatogramm im CO,-Strom trocken gesaugt.
Auspressen und Zerschneiden, wie gewohnlich. Man eluiert mit
methanolhaltigern Ather, wascht den Alkohol weg, bringt die
Eluate auf je 15 cm® und miRt im Stufenphotometer (Filter S 43),
nach vorheriger Eichung mit reinen Chlorophyll-a- und -b-L6-
sungen. Die Chlorophyll-b-haltige Lésung wird spektroskopisch
auf etwaige Spuren von a geprift, welche dann bei der Berechnung
vom b-Gehalt abzuziehen sind. Z. B. gefunden b:a= 1: 2,96,
in jungem Klee.

Isolierung von Chlorophyll a und b aus Rohchlorophyll.
(WINTERSTEIN und STEIN 2)

Die nachstehende Vorschrift bezieht sich auf die Scheidung
von 3 g Chlorophyllgemisch (60% a + 40% b). Zuné&chst gewinnt
man im besten Falle 0,7 g reines a und 1,3 g Chlorophyll b, das
etwa 10% a enthélt. Aus dem letztgenannten Préparat wird dann
die Komponente a in einem besonderen Adsorptionsversuch ent-
fernt.

Die Fullung des Apparates mit Puderzucker geschieht nach
S. 56. 3 g Roh Chlorophyll werden in 100 cm® Benzol (thiophen-
frei, pro anal. Merck) gelost und mit Benzin (Siedep. 70°) auf
1500 cm® verdiinnt. Nachdem 200 cm® eines Benzin-Benzol-
Gemisches (14 : 1) in die Séaule gebracht wurden, wird das Chloro-
phyll eingefihrt. Ist die Lésung fast eingesaugt, so fillt man
150 cm® Benzol-Benzin-Gemisch nach; dannwird mit Benzin etwas
weiter entwickelt, schlieRlich die Sdule mit Petroléather nachge-
waschen und mdglichst trocken gesaugt (Dauer 1—1% 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) verruhrt, 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 schitteln!). Man filtriert die aherische Losung durch



80 Naturliche Farbstoffe.

ein mit wenig Natriumsulfat beschicktes Faltenfilter und dampft
se im Vakuum bei 25° vollstandig ein. Der Rickstand wird in
wenig Ather aufgenommen, filtriert, im Vakuum auf ein kleines
Volumen gebracht und das Chlorophyll mit Petroldther geféllt.
Man zentrifugiert nach einiger Zeit, giel3t die Losung ab, 16st den
Riickstand in wenig Ather, verdampft im Vakuum vollstandig und
evakuiert den Kolben léngere Zeit. Das Chlorophyll 18t sich gut
herauskratzen. _

Zwecks Reindarstellung von Chlorophyll b aus dem 90proz.
Material werden 0,2 gin 15 cm® Benzol gelést und mit Benzin auf
150 cm® gebracht. Man adsorbiert an Zucker (Rohr 12 X 55 cm),
wascht mehrfach mit Benzin + Benzol (14:1), schliefflich mit
Petrolather und saugt trocken. Es wird nur die Hauptzone ver-
arbeitet, und zwar wie oben eluiert usw. Zur weiteren Reinigung
werden die Préparate aus 4—5 Adsorptionsversuchen vereinigt, in
wenig Ather gelost und mit Petrolather geféllt. Das Abtrennen des
Niederschlages geschient in der Zentrifuge. Nach 2—3 Um-
fallungen ist das Chlorophyll b rein.

Die Trennung von Phdophytin a und b laft sich gleichfals
chromatographisch durchfihren, wenn auch diese Abbauprodukte

von Zucker nicht so stark festgehalten werden as die Chlorophyll©
selbst. Mischungen wie Zucker + Talcum dirften geeigneter sein.

Auch das Bakterien-chlorophyll kann chromatographisch her-
ausgearbeitet werden. GAFFRON (2) hat Thiocystisbakterien in
einer Talcum-Saule nacheinander mit Alkohol, Aceton und Ather
ausgezogen und die Bildung einer griinen, einer gelben und einer
roten Zone beobachtet. Der griine Pigmentanteil ist Bacterio-
chlorophyll. Abbauprodukte des letzteren wurden von FISCHER
und HASENKAMP (1) studiert (Néheres S. 81).

Auf dem Gebiete der tierischen Chlorophylle wurde schon frih-
zeitig (1916) die TSWET Tschen Methode angewandt, und zwar von
DHERE und VEGEZZI (S. auch VEGEZZI), gelegentlich der Unter-
suchung des Pigments der Weinbergschnecken-leber (Helix po-
matia). Bei dem Aufgiellen eines Benzinextraktes auf Calcium-
carbonat und reichlichem Nachwaschen bilden sich vier Zonen aus;

Oben: gelb, Xanthophylle,
grinlich (Doppelscheibe),
graustichig,

unten: gelb, Carotin, l&uft durch.
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Die Untersuchung zeigt, da3 das von dem Tier aus pflanzlicher
Quelle bezogene Pigment angegriffen wurde, indem es unter der
Einwirkung von Séuren in Ph&ophytin a und b (oder in &hnliche
Stoffe) Uberging. Die letzteren Abbauprodukte haben sich in den
beiden mittleren Scheiben des Chromatogramms angereichert.

Derivate und Abbauprodukte des Chlorophylls.

Umkehrbare Reduktion. Nach KUHN und WINTERSTEIN (2)
lassen sich die Chlorophylle a und b durch Behandlung mit Zink-
staub in Pyridin, unter Zusatz von etwas Essigsaure, in Leuko-
verbindungen Uberfiihren. Bei Luftzutritt regeneriert rasch das
braune Filtrat unversehrtes Chlorophyll, von welchem die be-
gleitenden Zersetzungsprodukte folgend abgetrennt wurden: Nach
Zusatz von Benzin wird das Pyridin ausgewaschen und die L6sung
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—80% des Rohpigments),
unten: hellgrau, wahrscheinlich Ph&ophytin.

Das aus Chlorophyll b bereitete Reaktionsgemisch liefert eine
gringelbe Scheibe im oberen Teil des Rohres.

Gelegentlich analytischer und synthetischer Arbeiten auf
diesem Gebiete diente die Chromatographie im Laboratorium von
H.FISCHER Ofters as Hilfsmittel:

Bacterio-ph@ophytin. FISCHER und HASENKAMP (1) haben den
purpurfarbenen Thiocystis-Bakterienbrei (aus 150 1 Kulturldsung)
mit Aceton verrieben, 1 Tag stehengelassen und dreimal mit
80proz. Aceton extrahiert. Man gielt die Ausziige in Ather,
wascht mit gut destilliertem Wasser wiederholt aus und schiittelt
mit |Oproz. HCI durch. Nun wurde die &herische Ldsung auf
20 cm® gebracht, das ausgefalene Bacterio-phdophytin abfiltriert
und die Mutterlauge auf eine Talcum-Séaule gegossen. Dann wurde
das oben festgehaltene Pigmentgemisch mit Aceton entwickelt.
Es konnte dabei in geringer Menge ein phorbidahnlicher Korper
abgetrennt werden (Komponente b?), der von dem nieder-
geschlagenen Hauptprodukt spektroskopisch abweicht.

Versuchsfiihrung in kleinerem Malistab: GAFFRON (1).

Versuche mit Phorbiden. @) FISCHER und HASENKAMP (2)
konnten ihr Dihydro-ph&ophorbid a in der Talcum-Sdule wirk-

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 6
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sam von Ph&ophorbid a befreien, das friiher Tréger der im Original
beschriebenen Oxoreaktion war, nun aber im oberen Bezirk der
Kolonne héngen blieb. Das Chromatogramm wurde aus einer ge-
sattigten Atherldsung bereitet, zum Nach waschen diente Aceton +
Ather.

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

c) Eine chromatographische Reinigung des Phaophorbid-a-
geranylesters C4sHs,05N4 haben FISCHER und SCHMIDT versucht.

d) Das bei der Anlagerung von Diazoessigester an Methyl-
phaophorbid a entstehende Reaktionsgemisch kann nach ent-
sprechender Aufarbeitung gleichfalls chromatographiert werden
(FISCHER und MEDICK). Die Substanz wird in Ather-Ace ton -
Lésung, die bis zur eben beginnenden F&llung mit Petrolather
versetzt worden ist, auf eine mit Petroldther vorbereitete Talcum-
Saule unter maRigem Saugen gegossen und mit Ather + Petrol-
ather (5:2) entwickelt. Man erhélt eine gelbgrine, darunter eine
gelblichgraue und schliefllich eine rein graue Zone, von denen die
letztere kleine Mengen des krystallisierten Anlagerungsproduktes
C3oH4207Ny liefert, falls mit Ather eluiert wird.

e) Bei der Uberfihrung von Phéophorbid b in das entsprechende
Chlérophyllid (mittels GRIGNARDScher Lésung) haben FISCHER und
SPIELBERGER die aus 0,5 g Phaophorbid erhaltene Pyridin-Ather-
L6sung gewaschen, auf 70 cm?® eingeengt und auf eine (mit Ather -f-
Petroldther hergestellte) Talkschicht (8 X 5 cm) gegossen. 3 mg
durchgelaufenes Chlérophyllid schieden sich beim Eindunsten der
Losung (uber Wasser) krystallinisch. aus, wahrend der im Ad-
sorbens festgehaltene Farbstoffanteil, welcher mit Aceton +
Pyridin sich eluieren [aBt, nicht krystallisierte.

Synthese  des  Desoxo-phyllerythro-atioporphyrins  CzoHzgNg  (FI -
SCHER und HOFMANN). Das genannte Endprodukt wurde auf
folgendem Wegebaus dem Porphyringemenge herausgearbeitet.

Eine moglichst konzentrierte &therische Losung des Gemisches
(8g in 151) wird in einem konischen Glasrohr (70 X 12 cm) im
Verlaufe von mehreren Tagen langsam durch Talcum gesaugt und
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das im oberen Drittel fixierte gesamte Poiphyrin mit Ather +
Chloroform (10: 1) entwickelt. Das Atioporphyrin wandert lang-
sam nach unten, wéhrend das Desoxo-phyllerythro-atioporphyrin
oben festgehalten wird. Dieser obere Teil wird abgetrennt und
durch Digerieren mit viel Pyridin eluiert. Man dampftim Vakuum
ein, 16st in moglichst wenig Ather und chromatographiert nochmals,
wodurch geringe Atioporphyrinreste entfernt werden. Zwischen
den beiden Zonen entsteht ein rein weil3er Bezirk. Man eluiert das
" Hauptprodukt mit Pyridin, engt ein, nimmt mit Ather auf und
wascht Pyridinreste weg. Beim Konzentrieren erscheinen feine
Nadeln.

Reinigung von Phylloporphyrinester, erhalten durch Ameisen-
sdureabbau aus Chlorin e FISCHER und BAUER (Talcum; Elution
mit Pyridin + Ather).

2. Porphyrine und verwandte Farbstoffe aus Harn
und Kot.

Die Farbstérke dos normalen Harnes wird bei der Filtration durch
die Aluminiumoxyd-Séule nicht vermindert, wahrend eine alkoholi-
sche Urochromlésung als braungelbe Zone héngen bleibt; mit Wasser
|&Rt sich das Urochrom restlos eluieren (WALDENSTROM).

Fir die Untersuchung der bei gewissen Erkrankungen (Por-
phyrinurie, Bleivergiftung) auftretenden roten Harnfarbstoffe
wurde die Chromatographie von WALDENSTROM nutzbar gemacht.
Das vorwiegend angewandte Aluminium oxydatum anhydr. puriss.
Merck 1aRt die normalen Pigmente des Harnes durch, es bindet
jedoch die Porphyrine, nebst anderen Farbstoffen pathologischer
Herkunft. Es eignet sich demnach sehr gut zur Pigmentanreiche-
rung. Der Vorgang verlauft giinstiger as die bisher gelibten
Analysenmethoden., mit welchen manchmal eine Kombination
moglich ist (zunéchst Adsorption, dann Verarbeitung auf anderem
Wege).

Die Stoff auf ndhme erfolgt direkt aus dem Harn, aso aus
walriger Losung. Das Chromatogramm wird nicht ausgepref,
sondern man befreit die Saule durch energisches Durchspiilen von
ihrem Pigmentgehalt.

Apparatur:  An einem 1-1-Seheidetrichter ist ein Abflu3rohr
éZO X 35cm) ang@chmolzen das unten mit enem Hahn endigt
Lochdurchmesser 0,8 cm). Man driickt Uber dem Loch einen feuchten.

6t
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Wattebausch fest, giefdt das Adsorbens 5—10 cm hoch in das Rohr
und schwemmt durch Schiitteln 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
2% freier Essigsaure ein und 183t ihn entlang enes fast bis zum
Adsorbens reichenden Glasstabes vorsichtig einflielfen. Dann wird
der unten angebrachte Hahn gedffnet und die Flissigkeit durch-
sickern gelassen, eventuell unter sehr schwachem Saugen.

Beispiel. Diagnose: akute Porphyrie. Harn (730 cm®) neutral,
dunkelrot, Aldehydreaktion (EHRLICH) negativ. Der essigsauer
gemachte Harn wird mit Ather ausgezogen, wobei etwas Kopro-
porphyrin in Lésung geht. Man filtriert vom gleichzeitig ent-
standenen Niederschlag ab und chromatographiert das Filtrat wie
beschrieben. Es zeigt sieh zuerst im oberen Bezirk der A1,0s-
Séule eine rotbraune Zone, die nach unten wandert. Die Schicht
zwischen ungeférbter Saule und dunkelroter wird gelbbraun, der
oberste Teil féarbt sich allmahlich kraftig schwarzrot. Man wascht
zum Schluf® mit Iproz. Essigsdure nach und eluiert mit 20proz.
Essigsdure. Die braune Zwischenschicht und dann das rote Pig-
ment werden getrennt aufgefangen; se sind porphyrinfrei. Man
wascht 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
as dunkelrote Fraktion herausgel6st; das A1,0; entfarbt sich. Die
NH;-L6sung 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 zuge-
fihrt werden.

Man sieht, dal? eine Fallung ohne zweimalige Chromatographie
Uberhaupt nicht entstanden wére und dal3 nur die Adsorptions-
methode die Gewinnung dieser Fraktion ermdglicht hat. Nach
durchgefiihrter Chromatographie ist der Harn hellgelb geférbt, die
spektroskopische Kontrolle des Porphyringehaltes daher einfach.
Die Methode eignet sich auch fiir kleine Urinmengen (10 cm®) so-
wie fir porphyrinarme Harne. .

Bekanntlich wird die rote Farbe des Harnes in Fallen von akuter
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Porphyrie hauptsachlich von Begleitern bedingt, die nicht zu den
Porphyrinen zaéhlen. Zur nadheren Prifung dieser noch ungeklarten
Pigmente wurde der Harn wie beschrieben adsorbiert. Der Porpbyrin-
gehalt bleibt oben hangen, auRerdem entsteht eine rote Zone, die
recht rasch abwarts wandert. Man leitet den Versuch so, daf die
letztere Fraktion durchlaufe. Der abfliefende Harn ist nun dunkelrot,
aber trotzdem porphyrinfrei. Mannimmt damit eine zweite Chromato-
graphie vor, wascht die Saule mit Methanoi aus, dann mit methyl-
alkoholischem NH 3 und eluiert schlieBlich das Pigment mit Hilfe
von stark verdinntem Ammoniak.

Porphyrine aus Kot. Diagnose: Fall PETRY. Aus dem ge-
trockneten und fein gemahlenen Kot wurde ein Eisessig-Ather-
Auszug bereitet, das Porphyrin in HCI getrieben, diese mit Acetat
bis zur Kongo-negativitat abgestumpft und die Lésung auf die
Al,03-Saule gebracht. Es lauft eine gelbrote Ldsung durch, das
Porphyrin bleibt oben héngen. 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 ver-
mengt. Die Essigsaure wird mit Wasser weggewaschen und die nur
schwach saure L 6sung adsorbiert. MitHilfe von starker essigsaurem
Ather (1%) erhalt man nun ein richtiges Chromatogramm. Zu-
néchst wandert eine schwéchere griine Zone nach unten (ein
Koproporphyrin) und dann der Uberwiegende Anteil des Por-
phyringehaltes.

Auch die synthetisch bereiteten Koproporphyrine | und I I | lassen
sich chromatographisch trennen.

3. Gdlenfarbstoffe.

Auf diesem Gebiete hat die Chromatographie bisher nur spar-
lich Anwendung gefunden.

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

Nach SULLMANN, SZECSENYI-NAGY und VERZAB wird Bilirubin
aus seiner Petroldatherlésung (durch Ausschitteln einer ange-
sauerten waRrig-alkoholischen Ldsung bereitet) von wasserfreiem
Natriumsulfat adsorbiert, und zwar bedeutend starker als Lutein.
Das Filtratist farblos. Diese Methode versagt jedoch im Falle von
Serumextrakten, wahrscheinlich unter dem Einflufd von Lipoiden,
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indem Uberhaupt kein Pigment adsorbiert wird. Dasselbe beob-
achtet man nach dem Versetzen einer petrolétherischen Ldsung
von reinem Bilirubin + Lutein mit Cholesterin.

Viel geeigneter ist Aluminiumoxyd (Merck, flr Adsorptions-
zwecke), welches Bilirubin (und noch stérker die Produkte,
die durch Ultraviolettbestrahlung von Natrium-bilirubinat in
Weingeist entstehen) aus akoholischer Ldsung festhélt.

Zur Trennung von Bilirubin und Lipochrom des menschlichen
Blutserums verfahrt man wie folgt: Je 10 cm® Serum werden in
75 cm® Alkohol gebracht, ¥ Stunde im Dunkeln stehengelassen
und durch einen Glasfiltertiegel (Gs) filtriert. Man wascht die
Fallung zweimal mit Alkohol nach, das zweitemal unter Zusatz
von etwas Petroléther. Die aus dem Extrakt in Petroléther Gber-
gefuhrten Serumfarbstoffe wurden auf Al,03 chromatographiert:

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

zotierbar: Bilirubin,
rotgelb, mit Alkohol leicht eluierbar. Bei der Verteilung
.zwischen Petrol éher 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 kdnnen quantitativ
bestimmt werden.

b) Harn.

Das Urobilin wird, analog dem Urochrom (S. 83), nur aus den
ersten Kubikzentimetern des schwach essigsauren Harnes von
Al,0; zuriickgehalten. Aus gallenfarbstoffhaltigen Harnen werden
Bilirubin und Biiiverdin adsorbiert (WALDENSTROM).

c) Abbauprodukte.

Der aus Mesobilirubinogen durch Ferriehlorid-Oxydation er-
haltene Farbstoff wurde von siEDEL in Chloroform Ubergefihrt
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 (Hauptanteil). Der rote Farbstoff wurde Meo-
bilirhodin genannt, der violette ist Mesobiliviolin. Die Formeln
zeigen, da kleine Varianten im Molekllbau in der Analyse sich
stark auswirken (S. 87). :
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4. Carotinoide.

Das Gebiet der Carotinoide ist, wie
erwahnt, ein klassischer Anwendungs-
bereich des TswETTschen Verfahrens,
nicht nur weil die moderne, prépara-
tive Arbeit gerade hier einsetzte (Ge-
schichtliches: S. 12), sondern nament-
lich aus folgendem Grunde. Der analoge
Bau bedingt ein sehr weitgehend &hn-
liches Verhalten, in bezug auf Léslich-
keit und Krystallisierbarkeit von ge-
wissen Carotinoiden, wogegen die Ad-
sorptionsaffinitaten, wie S. 22 bereits
vermerkt, sehr fein abgestuft sind.
Wahrend man daher innerhalb mancher
anderer Korperklasse oft auch mit Hilfe
alterer Methoden eine Reindarstellung
erreichen kann, gibt es in bezug auf
carotinartige Farbstoffe eine Fille von
Aufgaben, welche nur auf chromato-
graphischem Wege l6sbar sind.

Ist in einer Droge ein Hauptcaroti-
noid enthalten, dessen Menge stark
Uberwiegt (Lycopinin der Tomate), so
‘kann dasselbe freilich auch ohne Ad-
sorptionsanalyse leicht isoliert werden;
Schwierigkeiten entstehen” erst bei der
Diagnose und Abscheidung von gering-
figigen Nebenfarbstoffen, die in der
Mutterlauge verbleiben. Meist wird in-
dessen das native Pigment verwickelter
zusammengesetzt sein, so da’3 gewisse
Komponenten entweder gar nicht in
feste Form zu bringen sind oder ein
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Mischkrystallisat bilden.

Ebenso ist ein Adsorptionsversuch unerlafdlich, wenn es sich nicht
um die Isolierung handelt, sondern um Nachweis bzw. colorimetri-
sche Bestimmung der einzelnen Polyene, welche im Pflanzen-
material oder in tierischen Organen und Flissigkeiten enthalten sind.
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Vorbereitende Operationen.

Die Scheidung vieler Einzelfarbstoffe in derselben Séule ist un-
zweckmalig und aus praktischen Griinden nicht immer leicht
durchfihrbar. In komplizierteren Fallen zerlege man daher das
Gesamtpigment zunéchst 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'sver such.

Als ein vortreffliches Hilfsmittel dient hierzu der altbewé&hrte
Entmischungsversuch, nadmlich die Verteilung des Gesamtfarb-
stoffes zwischen zwei miteinander nicht mischbaren Ldsungs-
mitteln: meist Petroléather (evtl. mit Ather vermengt), die Ober-
schicht bildend, und wéaliriger Methanol (z. B. 90proz.) as untere
Phase (vgl. WILLSTATTER und stoLL). Schon TSWETT'(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 kénnen (wenn nétig,
nach wiederholter Erneuerung derjenigen Schicht, welche se
groftenteils aufnimmt) quantitativ abgetrennt werden.

Epiphasische Carotinoide: Polyen-kohlen Wasserstoffe CyoHse
und die veresterten Polyen-alkohole (Farbwachse).

Hypophasische Carotinoide: Die freien Polyen-alkohole und
die Oxyketone Capsanthin und Capsorubin. Das Diketon Rhodo-
xanthin geht halftig in beide Schichten. Krypto- und Rubi-
xanthin verhalten sich nur hypophasisch, wenn der Alkohol
mindestens 95proz. ist; schwéacherer Alkohol tberl&3t sie der Ober-
schicht.

Epiphasische, nach der Verseifung aber hypophasische Caroti-
noide : Férb wachse. I hr Entmischungs verhalten wird durch Be-
handlung mit methylalkoholischem Kali umgekehrt.

In manchen Félen 143t sich eine noch weiter gehende Fraktio-
nierimg erreichen:

a) Schittelt man ene &ther-petrolétherische Lésung él:l) von
Xanthophyll + Fueoxanthin dreimal mit 70proz. Methylalkohol, so
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gelangt alles Fiicoxanthin, aber nur wenig Xanthophyll in die untere
Phase (WILLSTATTER und PAGE).

b) Unterscheidung von Lutein und Violaxanthin (KUHN und
WINTERSTEIN 1). Schittelt man 10 cm?® der ather-petrolatherischen
Lésung (1:1) viermal mit je 2 cm® 70proz. Methanol, so geht doppelt
soviel Violaxanthin als Lutein in die Unterschicht. L &Rt man dieselbe
ab und schiittelt sie mit 5cm® Ather + Petroléther durch, so sucht
Lutein quantitativ, Violaxanthin nur zum Teil die obere Schicht auf.

Wie ersichtlich, stehen mehrere gUnstig‘e Kombinationen als
Vorbereitung der Adsorptionsanalyse zur Verfligung:

1. Man entmischt den Gesamtauszug und treibt so die freien
Polyenalkohole in die untere Phase. Die Oberschicht wird abge-
hoben, Uber konz. methanolischem Kali stehengelassen, alkalifrei.
gewaschen und mit schwach wasserhaltigem Methanol geschuttelt.
Die im Gewebe als Ester vorgelegenen Polyen-alkohole wandern
nun nach unten und werden fir sich abgetrennt. Mit den drei
Anteilen nimmt man gesondert Adsorptionsanalysen vor.

2. Haufig ist es hinreichend und empfehlenswert, das native
Pigment mit Ather auszuziehen oder in Ather uberzufiihren,
welcher dann%—1 Tag mit 30proz. methanolischem Kali bei
Luftabschluf® stehengelassen wird. Man versetzt die Flissigkeit
mit viel Wasser, wéascht 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
fiilhrt man mit Wasser in Petroldther oder Ather iber, trocknet
die Losung mit Natriumsulfat, dampft sieim Vakuum ab, nimmt
den Rickstand mit einem geeigneten Solvent auf und zerteilt ihn
in der Adsorptionssaule.

3. Es sollte stets auch versucht werden, ob das native, noch
nicht entmischte Pigment sich direkt chromatographisch festhalten
und aufteilen 1&aR3t, eventuell unter Anwendung von zwei Adsorp-
tionsmitteln im gleichen Rohr (ein Beispiel s. S. 101). Diese
Arbeitsweise, bei welcher man zunéchst keinen Farbstoff verliert,
wird namentlich fir pflanzliche Extrakte anwendbar sein, seltener
bei der Verarbeitung von tierischem Lipochrom. Nach dem Aus-
schneiden und der Elution einzelner Bezirke folgen Entmischungs-
bzw, sonstige Reinigungsoperationen.

4. Wie aus den unten mitgeteilten Beispielen hervorgeht,
gibt es noch eine weitere Anzahl von Varianten der Arbeitsweise.
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Liegt sehr wenig Farbstoff in groRer Verdiinnung vor, so kann man
zunéchst das gesamte Pigment in einem stark wirkenden Ad-
sorptionsmittel, z. B. Ca(OH), oder A1,0;, summarisch festhalten.
Entweder erhalt man sofort ein Chromatogramm oder das Eluat
wird von farblosen Begleitern weitgehend befreit und in einem
neuen Versuch aufgeteilt, eventuell erst nach Durchfiihrung einer
vorbereitenden Operation. -

Anwendung von Ldésungs- und Adsorptionsmitteln. Elution.

Auf dem Polyengebiet wird man mit einigen Materialien aus-
kommen. Die drei Carotinea, R und scheiden sich am besten aus
petrolatherischer Losung, auf Calciumhydroxyd (KARRER und
WALKER); auch Aluminiumoxyd und Benzin oder Benzol +
Benzin sind fir Polyen-kohlen Wasserstoffe und fir die Farb wachse
verwendbar. Verschiebt man dabei das Mengenverhéltnis mehr
zugunsten des Benzols, so &Rt sich ein selektiveres Saulenbild er-
zielen, aber weniger Farbstoff in der gleichen Menge des Adsorp-
tionsmittels verarbeiten. Ein Gemisch von Polyen-alkoholen wird
zweckmaRig aus Schwefelkohlenstoff, in der Calciumcarbonat-Saule
zerlegt. In Benzollésung kann man auch die sauerstoffhaltigen
Carotinoide auf Calciumhydroxyd bearbeiten und man erzielt den
Vorteil, daR groRere Mengen Farbstoff eingefuhrt werden kénnen.
Die Elution ist allerdings manchmal erschwert und geschieht dann
in der Wéarme.

Zur Elution von Polyenen dient allgemein Methyl- oder
“Athylalkohol; meist geniigt ein kleiner Zusatz davon (Y%2—1%)
zum Benzol, Benzin, Ather usw., um die Adsorptionskrafte auf-
zuheben.

Kurze Angaben Uber das Adsorptionsverhalten einzelner Caroti-
noide (s. die Formeln auf S.25—27).

o-, b- und -Carotin. g zeigt die schwéachste,gdie starkste
Adsorptionsaffinitat. Die drei Carotine werden auf Aluminiumoxyd,
z. B. aus Benzin, einzeln festgehalten, besonders gut differenziiert
auf Calciumhydroxyd. Nach TSWETT (22) ist Carotin der einzige
Farbstoff des grinen Blattes, der aus Petroléther von Saccharose,
Inulin oder Calciumcarbonat sich nicht adsorbieren |43t. Das gleiche
gilt fir die Kombination CaCO;-Schwefelkohlenstoff.

Lycopin bleibt, wie die isomeren Carotine, auf Calciumcarbonat -
kaum héngen (nur im Falle hoher Dispersitét des Pulvers), obzwar
es an Adsorbierbarkeit die Carotine Uberflligelt. Sehr geeignet sind
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Aluminiumoxyd, Magnesiumoxyd und Calciumhydroxyd (L&sungs-
mittel: Benzol oder Benzin).

Kryptoxanthin. Man verwende Calciumhydroxyd oder Cal-
ciumcarbonat und z. B.. Benzin; Entwickeln mit Benzol + Benzin.
Das Kryptoxanthin C4Hs¢O nimmt stets einen tieferen Platz in der
Séule ein, als die Xanthophylle C4Hs60.

Rubixanthin verhalt sich wie Kryptoxanthin und wird davon
auf chromatographischem Wege kaum getrennt.

Lycoxanthin und Lycophyll lassen sich in der CaCO0s-Séule
festhalten, und zwar aus Benzin. Wendet man jedoch Benzol an, so
genligt die Carbonat-Saule nicht mehr und man muf Ca(OH), oder
A1,0; anwenden. So wie das Lycopin starker adsorbiert wird als
3-Carotin, so wird auch das Lycoxanthin (Oxy-lycopin) oberhalb des
Kryptoxanthins (Oxy-b-carotin), das Lycophyll (Dioxy-lycopin)
oberhalb des Zeaxanthins (Dioxy-R3-carotin) fixiert.

Lutein (Xanthophyll) bleibt aus CS, oder Benzin auf Calcium-
carbonat héngen und nimmt die S. 23 verzeichnete Lage ein. Das
A-Vitamin oder die Polyen-kohlenwasserst offe passieren die Saule.

Zcaxanthin. Verhalten dem Lutein &hnlich. Von b-Carotin und
Kryptoxanthin, welche das gleiche Spektrum zeigen, laft sich das
Zeaxanthin auf CaCO; mittels CS, oder Benzol -(- Benzin (1:5)
trennen und nimmt den obersten Platz ein.

Anthcraxanthin, Petaloxanthin und FJavoxanthin (alle mit
3 OH-Gruppen) belegen in dieser Reihenfolge Zonen von oben nach
unten. Anthera- und Petaloxanthin schienen zunéchst identisch zu
sein und wurden ausschliellich auf chromatographischem Wege diffe-
renziiert.

Fucoxanthin, Violaxanthin und Taraxanthin, mit 6, 4, 4 O-Atomen,
sind der chromatographischen Scheidung zuganglich, z. B. aus
Benzin + Benzol, auf A1,0; oder CaCOs.

Rhodoxanthin wird aus Benzin an Calciumcarbonat schlecht
adsorbiert; es bildet unterhalb der Polyen-alkohole eine Zone, welche
sich auswaschen l|aRt. Dagegen nimmt es Al,O; aus Benzin oder
Benzin + Benzol als tiefviolette Scheibe auf.

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

Bei der guantitativen Bestimmung der Carotinoide sind dhn-
liche Gesichtspunkte entscheidend wie fur die Isolierung. An die
Elution der abgetrennten Pigmentanteile schliefdt sich hier eine
colorimetrische Messung an. Nach KUHN und BROCKMANN (3), die
for die Bestimmung der wichtigsten Vertreter der Reihe einen
systematischen Arbeitsgang beschrieben haben, geschieht die
Messung am besten im Mikrocolorimeter.
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Als Standard (10-mm- Sch|cht) dient eine Ldsung von 14,5mg
reinem Azobenzol in 100 cm® 96proz. Alkohol. Die Farbgleichheit
zeigt in je 1cm® Benzin (Siedep. 70—80°) an: 0,00235 mg a- oder
R-Carotin, 0,00242 mg Kryptoxanthin, 0,00252 mg Lutein (Xantho-
phyll) oderZeaxanthin, 0,0027 mg Tara- oder Violaxanthin, 0,0046 mg
Physalien oder Helenien. — Eine zehnmal stérkere Azobenzolldsung
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, stitzt sich vor allem auf die spektroskopische Messung,
Diese ist in zahlreichen Fallen zuverlassig, namentlich wenn auch
das sonstige Verhalten des betreffenden Farbstoffes in Betracht
gezogen wird (Entmischungsprobe, Farbnuance in Lésung und in
der Séule, relative Stellung der Scheibe, Farbreaktionen usw.).
Es sei indessen auch hier daran erinnert, daf} fir das Zustande-
kommen des Spektrums nicht das Gesamtmolekil verantwortlich
ist, sondern nur die chromophore Gruppierung. Verschiedene
Polyene mit dem gleichen Chromophor zeigen daher die ndmlichen
optischen Schwerpunkte; so sind z. B. B-Carotin, Kryptoxanthin
und Zeaxanthin optisch nicht zu unterscheiden (vgl. die Struktur-
formeln S. 25—27), wohl aber durch ihr abweichendes Verhalten
bei der Entmischung.

Zeigt die Lage des Spektrums bedeutende Verschiebung gegen-
Uber dem Erwarteten, so ist Nicht-identitat bewiesen, die chro-
matographische Einheitlichkeit vorausgesetzt. Anderseits wird
man aber das letzte Wort (ber eine im Spektroskop gefundene
Identitét zweier Polyene erst auf Grund des Misch-chromato-
gramms aussprechen oder, wenn tunlich, nach der Abscheidung
eines krystallisierten Préparates. Gerade dadurch, daR die letztere
Operation nicht vorgenommenwurde, ist manche, an sich wohl gute
Angabe der alteren Literatur mit einer mehr oder minder grofien
Unsicherheit belastet.

Es besteht, analoge Struktur vorausgesetzt, ein einfacher Zu-
sammenhang zwischen  Spektrum und Adsbrftionsverhalten  mancher
Carotinoide (vgl. WINTERSTEIN 1): Je langer das konjugierte
Doppelbindungssystem ist, um so stérker gibt sich die Adsorptions-
affinitat kund, aber um so mehr werden auch die Extinktions-
maxima nach dem Langwelligen verschoben. Dies zeigt sich in
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vielen Fallen sehr eindrucksvoll bei dem Betrachten des Chro-
matogramms, in welchem die Farbtiefe von oben nach unten ab-
nimmt, z.B.:

Oben: Lyeopin CyoHse, 13 F (I1konj.): 548, 507 pp (in CSy),
g-Carotin CyoHss, 12 F (Ilkonj.): 5335, 496uy,
3-Carotin CyoHse, 11 F (I1konj.): 521, 485,5uy,

unten: a-Carotin C, H,,, 11 F (10konj.): 509, 477 uu

Wie S. 30 erwahnt, besteht eine &hnliche Beziehung bei gewissen

polycyclischen Kohlenwasserstoffen der aromatischen Reihe.

Bei den sauerstoffhaltigen Carotinoiden liegen die Verhéltnisse
nicht immer so einfach, namentlich weil der, in der Séule dem
Farbstoff relativ zukommende Platz von der adsorptiv auller-
ordentlich stark wirksamen Hydroxylgruppe entscheidend be-
stimmt wird. So steht z.B. das Zeaxanthin (2 OH-) hoher als
Kryptoxanthin (1 OH-), obzwar die optischen Schwerpunkte zu-
sammenfallen (519,483up, in CS;). Hingegen werden die rot-
violetten Oxyketone Capsanthin und Capsorubm an einer hoher
liegenden Stelle adsorbiert als die orangegelben und gelben Polyen -
alkohole (vgl. S.22).

Teilweise Isomer isierung des Carotins in der Adsorptionssiule.

Wihrend das Carotin bisher als ohne Anderung adsorbierbar
galt, haben neue Versuche von GILLAM und EL RIDI (1,3) gezeigt,
dal? dies nicht mit aller Scharfe richtig ist. Die nachstehenden
Tatsachen sind beachtenswert, weil sie gewisse Grenzen der
Analyse aufdeckten. Die praktische Anwendbarkeit desTSWETT -
schen Verfahrens wird dadurch nicht berihrt.

Der Ausganspunkt dieser Untersuchungen war die Beobachtung,
dal der a-Carotingehalt der Butter in der Aluminiumoxyd-Saule
sich stets als héher erwies, als wenn die Adsorption auf Magnesium-
oxyd vorgenommen wurde. Eine genauere Prifung zeigte dann,
daR Al,0; imstande ist, das b-Carotin bei wiederholter Adsorption
teilweise zu isomerisieren. Dabei erscheint, wenn lange genug ent-
wickelt wird, unterhalb der Hauptzone eine gelbe Schicht, welche
jedoch kein a-Carotin, sondern ein neues Polyen, das sog. Peeudo-
a-carotin C,,H,,, enthalt. Obzwar die optischen Schwerpunkte
zusammenfallen, erwiesen sich die beiden Kohlenwasserstoffe in
wichtigen Punkten als voneinander abweichend (Tabelle 10, S.94).
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Tabelle 10. Vergleich von a-Carotin und Pseudo-a-Carotin.

w-Carotin ! Pyendao-t-carctin
Formel . . . : CoHsg | CyoHig
Schmelzpunkt o 166? {(unkorr.) I 187° (unkorz.)
Spez. Drehung '
(Cd-Licht) . . . .° + 3800 0o

Adgrorption aui Al,(,
gibt (teilweise) . B-Carotin oder dhn-

liches

I:
]
,sNeo-carotin®® i
i

v
\
II
|

DasPseudo-a-Carotinstimmt in bezug auf Zusammensetzung,
Wasserstoff auf ndhme, Spektrum, Provitamin-A-Wirkungmitdem
naturlichen a-Carotin Uberein. Eswirdvon GILLAM und EL RIDI (3)
angenommen, dal3 unter der Einwirkung des Aluminiumoxyds-
entweder eine cis-trans-Umlagerung stattfindet oder der Platz-
wechsel einer Doppelbindung. Es ist aber auch die Mdglichkeit
nicht ganz auszuschlieffen, da das Pseudo-a-Carotin racemisches
a-Carotin ist.

Darstellung  von  krystallisiertem  Pseudo-oc-carotin -~ C, H

aus R-Carotin CyoHss, nach Gillam und el Ridi (3).

200 mg reines b-Carotin (aus Gras, optisch inaktiv) wurde in
Petrolather (Siedep. 70—80°) geldst, auf eine Al,O;SAule gegossen
(50 X 6 cm; 1 Teil nach BROCKMANN standardisiert, Merck + 3 Teile
unaktiviertes Oxyd) und mit Petroléther (oder Petroldther + Benzol)
nachgewaschen. Diese erste Adsorption zeigt in der Regel keine merk-
bare Aufteilung des Farbstoffes. Als man jedoch den angeférbten
Séulenteil mit alkoholhaltigem Petroléther 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 unveranderte R-Carotin (oberer Farbring) wie an-
gegeben ehiiert und noch vier- bis finfmal adsorbiert, um eine még-
lichst vollstandige Isomerisation zu erzielen. SchlieBlich lieferten
200 mg b-Carotin 80—100 mg Pseudo-oc-carotin (in etwa 41 Fllissigkeit),
wahrend das Defizit durch Oxydation, unvollstdndige Elution usw.
verloren ging. Die durchgesickerte Losung wurde im Vakuum (N;)
eingeengt und von etwas Al,O;filtriert. Sie lieferte beim Abkuhlen
ein Krystallisat, das aus Petrolather umkrystallisiert wurde. Schwer-
punkte in Schwefelkohlenstoff: 507, 477 pp, in Benzin: 477, 446up
(fast genau das Spektrum des a-Carotins).

Wir haben den obigen Versuch mit 100 mg reinstem b-Carotin
(auf Al1,0,) wiederholt, konnten aber mit unseren Materialien ers
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nach sechsmaliger Chromatographie eine belanglose Zone unten er-
halten, die das Spektrum des Pseudo-a-Carotins besal. Die opt.
Schwerpunkte des zuriickgewonnenen b-Carotins waren unverandert
und scharf ausgeprégt. Diese qualitative Bestatigung zeigt, dafd der
von den genannten Forschern beschriebene Effekt in der Praxis
kaum stéren durfte.

Wird Ca(OH), statt Al,0; angewandt, so findet nach GILLAM
und EL RIDI (3) die gleiche Isomerisation statt, wenn auch mit
geringerer Ausbeute. Magnesiumoxyd ist unwirksam; es verrat
Ubrigens nicht einmal die Heterogenitat eines kunstlichen Ge-
misches von b- und Pseudo-a-Carotin. Immerhin sinken die
Wellenlangen des h-Carotin-Spektrums, bei wiederholter Adsorp-
tion auch in der MgO-Saule.

Geht man von a-Carotin aus, so entsteht in einem analogen
Versuchsgang das ,,Neo-Carotin", und zwar auch auf Magnesium -
oxyd; in CS,: 501, 470uu, in Benzin: 470, 441uu,.

Alle diese Vorgange sind reversibel: aus Pseudo-a-carotin
konnte b-Carotin (oder etwas ganz Ahnliches) zuriickgewonnen
werden usw. In der Sdule sieht man stets eine Zweiteilung. Eine
herausgeschnittene und entfernte Komponente erscheint im Ver-
lauf weiterer Adsorptionsversuche wieder. :

Es sei schlieRBlich betont, dal die referierten Verwandlungen
durch gewisse Begleitstoffe gefdrdert werden; so genigt fir Roh--
l6sungen von Butter- oder Blutserum-Carotin eine einzige Ad-
sorption, wahrend man, ausgehend von reinsten b-Carotin-Prépa-
raten, langer waschen oder eluieren und readsorbieren muf3. Die
Inhaltsstoffe des ungereinigten Extraktes dirften teils als
schwache Elutionsmittel wirksam sein.

A. Beispiele zur Verarbeitung von Pflanzen-
earotinoiden.

(Vgl. auch Tabelle 11, S. 106 und 12, S.112)
Trennung von a-,b- und g-Carotin.

Nach KARRER und WALKER (1) gelingt die Trennung der
Carotine am besten auf kauflichem, fein gemahlenem, geldschtem
Kalk, z. B. in Petrolatherldsung. Reihenfolge von oben nach
unten: g-, b-,a-Carotin (s. auch KARRER und SCHLIENTZ). Das
Lycopin steht noch hoher als g-Carotin.
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KUHN und BROCKMANN (8) haben aus einem Karotten-Handels-
praparat, dessen Pigment etwa 15% a-, 85% b- und 0,1% g-Carotin
enthalten hat, das in 1000 facher Verdiinnung vorgel egene g-Carotin
folgend isoliert: Das dreimal aus Benzol + Methanol und dann
aus Benzol und Benzin umkrystallisierte und vor jeder Umschei-
dung zweimal mit reinstem Methanol ausgekochte Ausgangs-
material (3 g) wurde in 300 cm® reinstem Benzol gel6st, mit
900 cm® reinem Benzin (Siedep. 70—80°) verdinnt und durch
eine Séule aus Fasertonerde (17 X 5cm; 500 g) filtriert. Das
y-lsomere bleibt am stérksten haften, wéahrend die ubrigen rascher
~ abwérts wandern. Man wascht z. B. mit 11 Benzol + Benzin
(1:4) so lange nach, bis sich eine deutlich abgegrenzte, rétliche
Zone von y-Carotin gebildet hatte und die tiefer liegenden Bezirke
der S&ule nur noch schwach angeférbt sind. Man eluiert die
rotgelbe Schicht (unter Verwerfung der Ré&nder) sofort mit
methanolhaltigem Benzin, wascht den Alkohol grindlich weg,
trocknet und wiederholt die Adsorption samt nachfolgenden
Operationen noch zweimal, in einem kleineren Rohr. Schlieflich
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 + Methanol (1:1)
um. Rohausbeute 1 mg ¢-lsomeres pro Gramm Gesamtearotin.
Zur Reinigung wurde dreimal aus Benzol + Methanol (2:1)
umkrystallisiert; man kocht jedesmal mit Methanol aus und
wascht die Krystalle mit Petrolather.

Kryptixanthin aus Mais (KUHN und GRUNDMANN 5).

Das sehr fein gemahlene und gebeutelte Mehl wurde ab-
wechselnd, einige Male mit Alkohol und mit Benzin ausgezogen
und der Gesamtfarbstoff aus den vereinigten Extrakten mit
Wasser in Benzin getrieben, welcher den Zeaxanthin-Gehalt an
90proz. Methanol abgab. Nun wurde die Ldésung verseift (5proz.
methanolisches KOH, 4 Stunden, 35°), mit 90proz. Methanol aus-
geschittelt, gewaschen, getrocknet und auf aktiviertem A1,0;
chromatographiert (Entwickeln mit Benzin + Benzol 1:1). Eine
geringe gelbe Zone ging in das Filtrat (Carotin), wéhrend das
Kryptoxanthin als allméahlich sich ausdehnende, nur langsam
wandernde, orangegelbe Schicht haften blieb. Durch Elution mit
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Alkohol laRt sich z. B. 1 mg Kryptoxanthin aus 700 g gelbem,
italienischem Mais krystallisiert erhalten. Das Verfahren ist auch
zur Colorimetrie der Komponenten geeignet (Messung in Benzin,
gegen Azobenzol, S. 92).

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

Dieses Beispiel soll zeigen, wie die spektroskopische Messung
wegleitend sein kann, falls in der Saule mehrere Pigmentkompo-
nenten zu einer gemeinsamen Zone sich vereinigt haben. 40 mg
Farbstoff wurden in 25 cm® Benzol + 75 cm® Benzin gelést und
durch CaC0; (15 X10cm) gesaugt. Nach dem Entwickeln mit
2 1 Solventgemisch hat man die einheitliche, 100 mm hohe Farb-
scheibewillkirlich in 5Abschnitte zerteilt, deren Polyen dasfolgende
Spektrum zeigte:

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

502, 469Ul (. i i ),
504, A471up (, N N ,
507, 474uu (. R N ),
unten: 508, 475pp (,, " . .

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

Oben: 501, 474up (CSp),

501,5, 470 py,
501,5, 469uy,
501, 469 H,

unten: 500,5, 468 pp.

Man sieht, dal das Lutein (508, 415up) bereits entfernt
worden ist. Der Farbstoff aus der 2. bis 5. Zone wurde wie oben
angegeben gefallt und aus Methanol umkrystallisiert. Ausbeute:
8 mg Taraxanthin. Zur weiteren Prifung der Einheitlichkeit
diente wieder die Chromatographie; mit Ausnahme einer belang-
losen oberen Zone (500, 473up) war das Préparat nun einheitlich
(vier empirisch gewéhlte Bezirke: 501, 468,5up in CSy).

Isolierung der Paprikafarbstoffe.

Als Beispiel dafur, wie man einen verwickelt zusammengesetzten
Naturstoff mit Hilfe mehrerer Ausfuhrungsformen der Chromato-

Zechmeger-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 7
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graphie studieren kann, deren Ergebnisse sich gegenseitig erganzen
und kontrollieren, sei die Aufteilung des Capsicum-annuum-
Pigments angefiihrt. Es wurden vier Wege befolgt (ZzECHMEISTER
und CHOLNOKY?2):

a) Beziliglich der Chromatographie von Rohkrystallisaten des
Capsanthins sei, was Einzelheiten betrifft, auf das Original ver-
wiesen ; dieser Arbeitsgang erbrachte die I solierung von Capsanthin,
Capsorubin, Zeaxanthin und Lutein.

Ohne Anwendung der Adsorptionsanalyse kommt man zwar zu
schon aussehenden und scheinbar einheitlichen Capsanthin-Praparaten,
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,

28 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 151 leichtem .Petroléther perkoliert
und der Auszug, nach dem Uberflhren in Ather, mit methanoli-
schem Kali verseift. Der Abdampfrickstand des alkalifrei
gewaschenen Athers lieferte in CS,, auf CaCO; (10 Rohre) das
folgende Bild:

5 braun,

20 roétlichbraun,

0,2 gelber Strich,

5 violett: Capsorubin, .

5 kanariengelb (in CS,: 508, 476up; in Ather mit HCI blau),

20 violett: Capsanthin,

funf verschiedenfarbige, diinne Striche,

5. orangegelb: Zeaxanthin,

0,2 violett,

10 orangegelb: Kryptoxanthin,

im Filtrat: Carotin.

Die Elution mit alkohol haltigem Ather, Verdampfen und Um-
krystalHsieren ergab aus den zehn entsprechenden Zonen: 150 mg
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reines Capsanthin und 18 mg Zeaxanthin. Die zehn Capsorubin-
schichten wurden ebenso: behandelt, nur mufte man das End-
produkt noch einmal in CS, aufnehmen und auf CaCO; unterteilen:
jetzt bildete das Capsorubin die Hauptzone und war lediglich
von einem dinnen Capsanthin-Strich, der tiefer lag, begleitet;
es wurde eluiert, in Ather Ubergefiihrt und nach dem Abdampfen
aus CS, umkrystallisiert. Auch der Farbstoffinhalt der Krypto-
mnthin-Zonen mufte ein zweites Mal chromatographiert werden,
wozu CaCOz; (grob:fein— 10:1) diente (Benzin). Die Haupt-
menge’ des Kryptoxanthins blieb als eine sehr breite, gelborange
Zone hangen, darliber sah man etwas Zeaxanthin, tief unten ein
wenig Carotin. Nach der Elution des Mittelteiles wurde eine
dritte Adsorption vorgenommen (CaCO; 7:3) und das nach der
Verwerfung der Grenzbezirke gewonnene Eluat in Benzol Uber-
gefiihrt. Wird diese Losung oOfters mit destilliertem Wasser ge-
schiittelt, auf 2 cm® eingedampft und mit 10 cm® 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 entwassert, getrocknet,
vermahlen und das Pulver (20 g) mit 500 cm® Benzin (Siedep.
70—80°) bei 50° erschopft. Chromatogramm auf CaCO0; (Yifein;
drei Rohre):

Finf dinne Striche: wohl Oxydationsprodukte,

2 gelb,

5 wviolett .
95 heller violett} Ester des Capsorubins,

20 dunkelviolettrot: Capsanthin-estergemisch,
2 hellgelb: unbekannt,

vier zwirndinne Striche,

Filtrat: rétlichgelb.

Die Grenzlinie zwischen fixierten und durchgel assenen Pigment-
anteilen hegt bei dieser Ausfiihrungsform 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 hangen gebliebenen Hauptzonen wurden mit sprithaltigem
Petrol&ther eluiert. Aus der 20-mm-Scheibe lie3 sich ein krystalli-
siertes Gemisch von Capsanthin-estern erhalten, das von Alkali
in ein schénes Capsanthin-Préparat verwandelt wird, aus welchem

™
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chromatographisch nur noch ein wenig Zeaxanthin herauszuholen
war. Der Farbstoffinhaltder 5 + 25-mm-Zonen war nicht deutlich
krystallinisch, er lieferte jedoch nach erfolgter Verseifung wohl-
krystallisiertes Capsorubin. — Das durch die Séule gelaufene, rot-
lichgelbe Filtrat wurde ebenfalls alkalisch behandelt und dann
far sich chromatographiert (CaCO;, CSy):

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

Die beiden letzten Komponenten krystallisieren leicht. Durch
die Saule ging hier nur der Polyen-kohlen Wasserstoff -Anteil,
welcher, nachdem im Cal ciumhydroxyd-Chromatogramm (Benzin)
eine Spur unbekannten Farbstoffes entfernt wurde, krystallisiertes
b-Carotin liefert.

d) Chromatographie von verseftem und re-eserifiziertem
Polyenwachs. Wahrend bei der Aufteilung des nativen Farb-
wachses das Bild dadurch verwickelt werden kann, dad derselbe
Polyen-alkohol mit verschiedenen Fettsduren verknipft vorliegt,
erlangt man gewisse préparative Vorteile, wenn, nach erfolgter
Freilegung der Hydroxyle, von neuem eine Veresterung des ge-
samten Materials, aber jetzt mit einer einheitlichen Séaure, durch-
gefiihrt wird. Erst dann schreitet man zur Chromatographie und
gelangt leicht zu guten Préparaten. Die in der Séule 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
CaCO; das folgende Chromatogramm (8 Rohre), nachdem mit
Benzin reichlich nachentwickelt wurde:

8 blaustichig rosa: Capsorubin-caprinat,

5 kanariengelb: unbekannt,

60 braunlichrot: 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 Lésung
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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
(CHOLNOKY, unveroff.).

Auf einem analytischen Glastrichter (Schott und Gen., Jena,
Durchmesser 5 cm) wird ein kleiner Wattebausch festgedrickt,
auf welchen 1—3 g mehlfein gemahlene Paprikahaut geschichtet
wird. Man extrahiert die Farbstoffe durch &fteres AufgielRen von
je 5cm?® heiBem Benzin (Siedep. 60—80°), insgesamt etwa 200 cm?®,
und wartet in jedem Falle 5 Minuten, bevor die néachste Portion
des Losungsmittels eingefiihrt wird. Lauft die Flussigkeit nach
10 Minuten Warten und Aufgielen von frischem Benzin farblos
ab, so ist die Extraktion beendet. Zur Chromatographie fillt man
ein Rohr mit zwei Adsorbenzien: die untere Halfte (20 X 4,5cm)
mit Calciumhydroxyd, die obere mit Calciumcarbonat (‘/sfein,
vgl. S. 39). Nachwaschen mit 500—700 cm® Benzin, bis die
folgende Aufteilung schon sichtbar wird (Abb. 35, S. 193):

Mehrere braune und gelbe, haardiinne Striche,

5 rot,
5 rot: Capsorubin-ester,
mehrere gelbe und rote Striche, auf CaCQ,;

30 rot: Capsanthin-ester,
10 rotbraun,
1 gelb,

5 orangegelb: Zeaxanthin-ester,
2 zitronengelb,
5 orangegelb: Kryptoxanthin-ester,
2 zitronengelb,
% orangegelb:gt;Caroti.n (?), | auf Ca(OH),.
10 orangegelb: b-Carotin,
% ockergelb: a-Carotin,
2 zitronengelb,

Man zerschneidet die Saule (die drei Carotine bleiben zusam-
men), eluiert mit sprithaltigem Benzin, wéascht den Alkohol weg,
verdinnt entsprechend und colorimetriert gegen Azobenzol (S.92).
Die Capsorubinwerte schwanken um 10—20%, sonst ist das
Ergebnis recht genau.
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I'solierungvon Lycoxanthin C4HssOH und Lycophyll C4oHs4(0OH),,
neben viel Lycopin CgoHse.

17 kg frische Solanum dulcamara-Beeren (BittersiiR) wurden
in 200-g-Anteilen mit Seesand zu einer dunnen Paste verrieben,
die man absaugt und zweimal mit Alkohol auf der Nutsche ab-
deckt. Nun folgt die Extraktion mit per oxydfreiem Ather, bis
dieser farblos tropft. Die schwachgefarbten Ausziige sind weiter
verwendbar (Gesamtbedarf 151 Ather). Man wéscht die ver-
einigten Extrakte spritfrei, verjagt den Ather (Vakuum, N),
dampft den Rickstand zweimal mit Benzol ebenso ab, nimmt in
3 1 warmem Benzol auf und filtriert nach dem Erkalten von Harz
(ein Verseifen ist Uberfllssig). Das Chromatogramm (30 Rohre mit
je20 X 5,5 cm Calciumhydroxyd) entwickelt man mit viel Benzol,
jedoch nur so lange, bis zwischen dem Lycopin und den hoher
liegenden Farbschichten eine breite weil}e Zone entstanden ist.
Scharfe Trennung aller Bestandteile ist hier noch unnétig.

3 braun: Autoxydier tos (chne Spektrum),

2 tief braun: Autoxydiertes (chne Spektrum),

5 rot: Lycophyll (503, 473, 444uu in Hexan)

2 braun: nicht krystalI|S|erbar

8 rot: Lycoxanthin (503, 473, 444up),

2 gelblichrot: unbekannt (494, 461, 4334, Rubixanthin ?),

10 gelb: nicht gepriift,

100 rot: Lycopin (503, 473, 444uu

10 gelblichrot (493, 462, 432up gCarotm 2

hellgelbes Filtrat.

Die drei roten Farbstoffe wurden einzeln herausgeschnitten
und mit Benzol + Methanol (3:1) auf Glasnutschen eluiert.
Dies gelang leicht, mit Ausnahme des Lycophylls, von welchem
die Halfte im Kalk verblieben ist. Die Eluate wurden filtriert,
gewaschen, getrocknet. Es war notig, das rohe Lycophyll noch
dreimal, das Lycoxanthin zweimal, das Lycopin einmal zu chro-
matographieren, bis sich Homogenitét einstellte. Zum Schliisse
geniigen fur die beiden ersteren 1 bzw. 3 Rohre. Man verdampft
die Endeluate nach dem Waschen und Trocknen véllig, 16st den
Rest in wenig heiffem Benzol, setzt abs. Methanol hinzu und
erhalt rote Nadelchen. Ausbeute 920 mg Lycopin, 125 mg Lyco-
xanthin (Schmelzp. 168°, korr.) und 9mg Lycophyll (Schmelz-
punkt 179°), ndmlich:; 77, 61 bzw. 13% der in den Beeren colori-
metrisch bestimmten Mengen (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 6).
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Isolierung von Fucoxanthin C4oHsc0s aus Braunalgen
(HEILBRON und PHIPERS).

50 kg frisches, zerhacktes Material (Fucus vesiculosus) wurden
zweimal Y—% Stunde lang in je 501 40proz. Aceton eingelegt
(h&ufig umrihren). Man saugt ab und entfernt die schleimige
Flissigkeit durch scharfes Abpressen. Nun wurde das fein zer-
mahlene Material 24 Stunden, unter gelegentlichem Riuhren mit
Holzgeist ausgezogen. Den filtrierten Extrakt (401) haben die
Autoren, nach dem Verdiunnen (101 Wasser), mit Petrolé&ther
(Siedep. 40—60°) erschopft (Extrakt , A“). Nach dem Zufiigen
von 1 Raumteil Wasser wurde nun die zuriickgebliebene alko-
holische Unterschicht ausgeédthert, der Ather gewaschen, ent-
wassert, auf 2 1 eingeengt und schliefdlich durch Destillation mit
1 Vol. Benzol vollends getrocknet.

Zur Chromatographie der Benzolldsung (3 1) dienten 15 Rohre
(50 X 5cm), welche mit teilweise desaktiviertem (S.42) Alu-
miniumoxyd® gefiillt waren. Entwickeln mit Benzol -|- Petrol-
ather 1:1, zum Schliisse Auswaschen mit Petrolather (Siede-
punkt 40—60°). Es erschienen drei Zonen:

Oben: tief olivgriin (verandertes Chlorophyll),

crimsonrot (enthé@lt das Fucoxanthin),

unten: orange (Zersetzungsprodukte + wenig Fucoxanthin).

. Die Mittelschicht wurde mit Methanol eluiert, die tiefrote
Lésung mit 1 Vol. Wasser versetzt und zur Fernhaltung des L uft-
sauerstoffes mit einer diinnen Lage von Petroldther Uberschichtet.
Der in der Grenzzone beim Stehen langsam ausgeschiedene,
halbkrystallinische Farbstoff Hefd sich nach dem Absaugen im
Vakuum iber Natriumsulfat trocknen und aus Ather +- Petrol-
ather umscheiden. Aggregate, aus tief orangeroten Nadeln be-
stehend, Schmelzp. 166—168° (unkorr.), Schwerpunktein CS,: 510,
477, 445pp. Ausbeute 1—1,5 g Fucoxanthin] identisch mit dem
Praparat von WILLSTATTER und PAGE.

Aus der untersten Zone wurde das Pigment in Petrol&ther (ber-
gefiihrt und auf Fullererde aufgeteilt; man erhielt zwei Komponenten:
die eine identisch mit Fucoxanthin (2 mg), die andere, unkrystallisier-
bar, vielleicht , b-Fucoxanthin'.

Aus getrocknetem, altem Ausgangsmaterial konnte kein Fucoxan-
thin erhalten werden, sondern 2 g Zeaxanthin, auf &hnlichem Wege.

1 Allzu aktives Adsorbens vereitelt die Trennung der Bezirke.
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Der Extrakt , A* (S. 103) wurde unter Stickstoff auf 31 ein-
gedampft und diese Petrolétherlésung in 12 Anteilen, auf partiell
desaktiviertem Aluminiumoxyd chromatographiert:

Oben: tief olivgrun (veréndertes Chlorophzll), )
rétlichbraixn (Pektine, Fucosterin, Fucoxanthin),
erimsonrot (Fucosterin, Fucoxanthin),
weille Zwischenzone,
blaulichgriin (Chlorophyll a),
weille Zwischenzone, )

unten: gelb (Hentriakontan, Terpene, R-Carotin).

Nachwes und Isolierung von Bakterien-Carotinoiden.

Einschlégige, meist qualitative Beobachtungen stammen von
PETTER(1,2), CHARGAFF (1, 2), CHARGAFF und LEBERER, GAF-
FRON (1,2), VAN NIEL und SMITH, SCHNEIDER; S auch FISCHER
und HASENKAMP 1; SIEDEL ; Zusammenfassendes: WILLSTAEDT 2;
vgl. Tabelle 12, S. 112,

Am weitesten sind die Untersuchungen von KARRER und
SOLMSSEN (1, 2, 3, 6) gediehen, welche nachstehend referiert
werden.

Aus Thiocystis-hakterien, die zu den roten Schwefelbakterien
gehdren, konnte etwas Lycopin Igoder sehr dhnliches), ferner Rhodo-

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

Zu Grobversuchen diente eine Zucht von Rhodovibrio-bakterien
(1200 1 reife Nahrldsung; Angaben tber die Zlichtung im Original),
welche vielleicht auch kleine Mengen des Bad. chromaticum
enthielt.

Die mit Sprit verriebene und genutschte Bakterienmasse wurde
im Soxhlet mit CS, erschopft, der tiefrote Auszug im Vakuum
verdampft und sein Rickstand mit Ligroin + Methanol auf-
genommen. Durch Zusatz von wenig Wasser wurde entmischt,
wobei Bacterio-chlorophyll nach unten, das Polyen nach oben
geht. Mit beiden getrennten Schichten wiederholt man ofters die
Entmischung, wéscht dann die obere Phase und verdampft sie
zur Trockene. Beim Entmischen fielen an der Grenzzone rote
Krystalle aus, die gesondert in heillem Benzol geldst wurden. Die
letztere Losung dient dazu, auch den erwdhnten Trockenrlck-
stand der Ligroinldsung aufzunehmen. Die so gewonnene Fl{issig-
keit Uberfihrt man zweckméaig in Ampullen, wo man se im
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Vakuum verdampft; der Rickstand wird bis zur Weiterarbeit
zugeschmolzen. Man behandelt die letztere Substanz mit Petrol-
ather, welcher einen Teil mit braunschwarzer Férbung l6st und
rohes Rhodoviolascin C4oHs4(OCH3), zuriicklalt (aus Benzol zwei-
mal umkrystallisiert: 20 mg; 573, 534, 496uu in CS,).

Die Petrolatherlésung 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, 517uy,

rotbraun——> Rhodopin 547, 508 pu
lachsrot > Rhodoviolascin 573, 534upu
rot > Rhodopurpurin 550, 511uu
dunkelgelb  R-Carotin () 521, 485uy,

unten: hellgelb Flavorhodin 502, 472u.

Das Rhodopin wurde mittels Petroldther + Methanol, eventuell
unter Benzolzusatz, eluiert, die Fllssigkeit gewaschen und ein-
gedampft. Umkrystallisieren aus Ligroin + wenig Benzol, dann
aus abs. Alkohol. Das Rhodopin muf3 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 willkirlich in drei gleiche
Teile, so liefert das oberste Drittel Rhodovibrin (Krystalldrusen,
Schmelzp. 168°), wahrend das unterste Drittel die bisher reinste
Rhodopinfraktion ergibt (Schmelzp. ebenfals 168°, Drusen).

Das Rhodopurpurin wurde aus der betreffenden Zone durch
Eluieren, Uberfiinren in Petroldther und Einengen erhalten.
Nadeln, Schmelzp. 161—162°.

B. Beispiele flr die Verarbeitung von tierischen
Carotinoiden.

(Vgl. auch Tabelle 13, S. 118 und 14, S. 120)
Bestimmung des Lipochroms in der menschlichen Leber.

Das frische, gehackte und durch wiederholtes Einlegen in
Weingeist entwasserte Material gibt tber Nacht seine Carotinoide
groRtenteils 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



Tabelle 11. Beispiels fiir die Chromatographioc von Polyenen nus héheren Pflanzen.

(Zuna.cht. werden Polyen-kohlenwasserstoffe, dann Polyen-alkohole, Polyen-ketone und zum SchluB Farbstoffe
. mit weniger als C,; angefiihre.)

Pflanze ] Organ " Isoliert (nachgewlesen) | Adgarbens Liésnngamittel I Literatur
Dauous carota Wurzel &-, B-Carotin I Fasertonerde | Benzin Kuvey und LEDE-
_ (Mohrritbe) . . : : | _RER(l)
Dauecus carola Wurgel x-, §- Carotin ;' Ca{OH), I Petroliither | KARRER und Wu.-
. _(Mohrriibe) - _ L . EER (1) _
Daycus carola i Wurzel x-, f-Carotin (un-{ Fasertonerde Il Petrolither | KarreEr, ScHOPP

{Mohrriibe) 1 bekanntes Poly- | : und MoRrF
_ en) '
Daucus carota Wurz.el &-, fiv, Carotm ALO, i Benzin, Benzol | KveN und Brock-
(Mohrriibe) ) | e T, 8)
Daucus carota Wurzel, Blatt | x-, 8-Carotin MgO Petrolidther | STRAIN {1, 2)
(Mohrritbe) - S R R -
Daveus caroia . Blatt {Carotine) 1\Iori‘oA " Dichlormethan | MACKINNEY und
(Mohrrithe) . o - MILNER
Aesculug hippo- ~ griines und | g-Carotin (unbe- Ca(OH}, Petrolither | KARRER und War-
castanum herbstliches kannte Polyene) EER (2)
{RoBkastanie) Blatt B !
Urtica dioica Blatt |-, §-Carotin ~ Ca{OH);  TBenzin | KARRER und
(Brennessel) . ) e | SCHLIENTZ _
Capsicum annuum Frucht a-Carotin Ca(OH), |  Benzin | KARRER und
{(Paprika) SCHLIENTZ

901
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KARRER

Spinacia oleracea ! Blatt H__(;h,?)-‘C_a“r.(-)_tin Ca(OH), Benzin und
(Spinat) i . __ SCHLIENTZ
59 verschiedene i Blatt a-, b-Carotin ! MgO Petrolather ' MACKINNEY (1)
Pflanzen ; L
Palme 0] |a b- Car0t1n T MO i Petroiather STRAIN (1, 2
Gonocaryum  pyri- Frucht a-, g-Carofin, - A1,0, ' Petroléather 'WINTERSTEIN (2,3)
forme o Lycopm ! Fasertonerd_e_ _:__B_er_lz_i_n__ 1_ _ _
Prunus ~ armeniaca “Frucht "p-Carotin, Lycopin, AL, i Benzin "BROCK'MAW\J )
(Aprikose) ! (g-Carotin) I
Tagetes ereeta Bliute : (Lycopin), (Caro- | CaCo0; i Petrolather \' COWARD
bootin) | i
. . - . [ —_—
Citrus grandis Frucht ¢ b-Carotin, Lycopin| Fasertonerde I Benzin IMATLACK
(Pink grapefruits) | i
Solanum  dulcamara Beere i Lycopin, Lyco-i Ca(OH), | Benzol [IZECHMEISTER und
(BittersiiR) i phyll, Lycoxan- | i CHOLNOKY  (6)
_' thin | : B .
Tropaeohim, Kirsche, | griine und gel- * (Xanthophyll), i CaCo0; ’ Benzin [KUHN und BROCK-
Kastanie be Blatter (Xanthophyll- MANN (3)
_ester), (Carotin) | _ ;
Physalis  Franchetti | griine, gelbe (Xanthophyll) i CaCO03 Benzin "KUHN und BROCK-
(Judenkirsche) undroteKelch-|  (Physalien), (Ca-: MANN (3)

blatter; alter

Kelch; Frucht- |

flelsch grune
und vergllbte
Blatter

| rotin)

E
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LOT



Pflanze ; Organ Isoliert (nachgewiesen) Adsorbens | L ésungsmittel Literatur
i - i
Aesculus  hippocasta-. gelbe Bléatter : R-Carotin, ein Xan-. Ca(OH), Petrol &ther KARRER und WAL-
num : thophyll (unbe . KER (2)
(RoRkastanie) kannte Farb- |
o _soffy _ .
Citrus aurantium | Schale und !, Carotin und VERMAST
_(Orange) __ Fruchtfleisch * ,Xanthophyll” | e
Weizen Korn _»Xanthophy!l” i Al,0; Petrolather | MALMBERG und
o I _EuER
Weizen I (Keimol)  Lutein, Kryp toxan- Al,Os “Petrolather | DRUMMOND,  SIN-
'I | thin GER und MAC
o : ;_ © WALTER
Lycopersicum ~ escu- | Frucht Lycopm Carotlne AlO; Benzin . KUHN und GRUND-
lentum (Tomate) i Zeaxanthin, Lu- CaCOs; MANN (1)
‘ tein
Physalis  Franchetti Kelchblatt, ‘Zeaxanthin, Kryp- Al203 jBenzol+Benzin KUHN und GRUND-
' Beere : toxanthin (ver- : MANN (3)
| ,_ester) i
Zea mays (Mais) | Korn Zeaxanthin, Kryp- Al;03 Benzol+ Benzin- KUHN und GRUND-
I toxanthin | _MANN_(5)
Rosa rugosa Frucht |Rub|xanth|n Al,0, BenzoI+BenZ|n| WILLSTAEDT (5)
(,,Xanthophylle*,
Lycopin, a-b-, g

- Carotin)

80T
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’ Bliite IR Rubixanthin, Lyco--

]
IMACKINNEY (2)

Cuscuta subinelusa, MgO Petrol ather
C. sdlina . pin, &, &, g-Car i i
' rotin |
Leontodon autum- | Blitenblatter Lutein, Taraxan- - CaCO; KUHN und LEDE-
nahs | . t_hm i . RER (5)
Ro&a rubinosa ! Frucht .Rublxanthln (& b-i Al,0; Benzol, KUHN und GRUND-
- Carotin, Zeaxan- Benzin MANN (4)
! | thin, Lutein, Ta-~ |
| _ . faxanthin) | E _
Aesculus hippocasta- - Blatt | Lutein, Violaxan- i i CaCO3 CS, "KUHN, WINTER
num | . thin STEIN und  LE-
— | i DERER
Cucurbita maxima | Frucht la b-Carotin, Lu-| "Ca(OH), '~ Benzin, ZECHMEISTER  und
(Riesenkiirbis) | tein, VioIaxan-I CaCO; | s TUZSON (3)
e . {__thin . i . L
Rhabarber, Platane,; grine und I(V|o|axanth|n Zea-| CaCO3 Benzin KUHN und BROCK-
Pappel, Buche,: gelbe Laub- . xanthin, Lutein | MANN  (3)
Ahorn, Birke, blatter i und deren Ester,
Trauerweide i Carotin) _ o _
Helianthus annuus Blltenblatt |Lutein, Taraxan- ] "CaCo, CS, "ZECHMEISTER und
(Sonnenblume) | thin (Carotin, 1 : i TUZSON (2
| Kryptoxanthin, 1 ,
o ! | Vlolaxanthln’) ; s o
Taraxacum  officina-! Blitenblatt |Taraxanthm ! CaC03 Benzin {KUHN und LEDE-
le (Lo6wenzahn) ! tein (V|o|axan- i RER (2)
thin?) : [

‘splounoe)



Pflanze ; Organ

| Isoliert (oachgewiosen) | Adsorbens

Literatar

Ranunculus acer
{Hehnenfull)

Bliitenblatt

|
1

' Lutein, Taraxan- |
thin, Violaxan-:
thin, Flavoxan-
thin (g-Xantho- |
phyll?)

0&003

Clitrus madurensis Frucht

{Mandarine)

Dicapyros costala r__.ji‘-'l-'.\_lc_ht_

;firbutus une&o Frucht

" (o), f-Carotin,

Cuourbita pepo i

Blitenblatt
(Kiirbis} -

! Lisungsmittel

Benzin Kuverx und BROCE-
i MANN (5)

,8 Carotm, Krypto- CaCO,
xanthin, Lut-eml
(Violaxanthin{) !

Benzin, ZECHMEISTER und
C8, Tuzson (13)

. Lycopin, Zea-,
' Krypto-und Vio-
: la.xa.nthm

V- und ﬁ Camtm, -
* (Lycopin), Kryp-
to-, Viola-, Zea-.
xanthin, Yutein

Petaloxanthin, C::l,C{)3
Kryptoxanthin,
Zeaxanthin, Lu-
tein, Carotin

ScEiN

© Petrolither,
| CS’

Petrolither | SCHON

ZECHMEISTER
| Bires und Usne-
L¥I {1, 2)

Thuja nrw, Bilatt

" (Rhodoxanthin, Ca-

Ca(0,
rotin, Xanthn-

phyll)

Benzin, " LIPMAA

'S,

011

‘03§018qI8g SYOIITIEN



Tazus baccata (Eibe)|  Arillus  Rhodoxanthin, Ly-|  ALO,  Benzol + Benzin! KUAS und BROCE-

| ! copin, §-Carotin, ' ' MAWN {9)
| ' Zeaxanthin ] |
Capsicum annuwum | Fruchthaut | Capsanthin, Capso-'  CaCO, | C8,, " ZECHMEISTER und
{Paprika} rubin, Zeaxan- - Ca{OH), ; Benzin CHOLNOEY {3, 4}
. thin, Lutein, | i
Kryptoxanthin, - :
: - | avfCarotin |
Lilinm tigrinum ¢ Staubbeutel | Capsanthin, Anbera-‘ Ca(OH), Benzol | KARRER und Os-
3 . xanthin e ! waLp (1)
Citrus aurantium i__ i Fi'ﬁ;ﬁim__!_(ﬁtraurhl, Viola- | CaCO, C8,, !ZECH.H_EIBTER und
(Orange) : ' zanthin, Lutein| Ca(OH), | Benzin ' ToasoxN (14)
| | Zeaxanthin, | : '
i Kryptoxanthin ; iI
. ; (Carotin} ; i ; :
Crocus zativus " Bliitenblatt | Crocetin, «-, -, ¥, Al O, Benzin ! KuBX und WINTER-
{Bafran) ' ! Carotin, Lycopin, , | STEIN (4)
: ! Zeaxanthin | s
Bsoobedia scabrifolia,  Wurzel | Asafrin T T caCo, - Benzol, ; KuHK und DEUTSCH

w. B. linearie | ; ? _ Benzin ’

{Azafranillo) - i . - L [ B o
EBiza orellana T Bamen | ,Bixol® o ! a0, |7 'Bacns-mz und
__{Orlean) : ll ___'5 ' CAVALLINI
Gingko biloba ! gelbe Herbst- | {unbekannte Poly- ‘ Ca({OH), [ Petrolither | KARRER und War-

— _ Dléttr | eme) | | _KER(2)
Ulmus campesiris - grime Herbst- (unbekannte Poly-| Ca{OH), "Petrolather i KARRER und WAL-

blitter enoe} ; . ' KER (2)

‘opiounoray)
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Tabelle 12. Beispiele fir die Chromatographie von Algen., Pilz- und Bakterien-Polyenen.

Ausgangsmaterial : Isoliert (pachgewicsen) i Adrorbens Lisungsmittel LEeratur
Fucus vesiculosus Fucoxanthin, Zea- | AlQ, i Petrolidther HEILBRON und PHIPERS
xanthin, f-Carotin I" :
Cladophora sauteri B-Carotin, Lutein, ' CaCO, ALO,  Benzol, Benzin | Hemerow, PARmY und
Nitella opaca Taraxanthin i PHIPERS
- || ——— :
Oscillatoria rubrescens Myxoxanthm. Myxo. | CaCOs, ALO, Chloroform, HELBRON, und LYTH-
xanthophyll ; i Benzin GOE
Oedogonium «-, f-Carotin, Lutein, | CaCOy, 1,0, | Benzol, Benzin | HEmLBRON, PARRY und
Taraxanthin | : PHIPERS
Rhodymmu_; palmta ;‘3‘ -Carotin, Lutem, | CaCQy, AI,U3 ! Benzol, Benzin |HEILBRO_‘;I,. PaRRY und
Taraxanthin | | PHIFERS
Euglena heliorubescens Euglenarhodon, (8- Al,O, ' ~ Ather TiscHER (1)
Carotin, Lutein, ' | {Betr. Trentepohlia
Zeaxenthin, ver- | . 8. TiscaER 2)
estert) i !
Torula rubra (rote Hefe) 1 Torulen. 8- Carotin Al Oy ! Benzin LEDERER {4)
T DS T
Sim*l.uum robrim unbekanntes Poly- | MgO, Silica- | Dichloréthan | vaN NIEL und SMITH
. en,  Spirilloxan- erde | !
i thin - |
| 1 | | e .
Barcing lulea l! {Sarcinin, Xantho- ALO, ! Benzin | CHARGAFF und DIERYCK

g1l
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Sarcing lulea (Sarcinin, ecin Xan- ! Fasertonerde Benzin CHARGAFF (1)
oo tbophyll) . S
Bercina aurantiaca ﬁ Carotin, Zeaxan- ! ALO, Benzin CHARGAFF {l}
_ thm O SV
Staphylocoocus eurexs | Zeaxanthin 1 Al,04 I Benzin CHARGAFF (1)
Mycobacterium phlei | #- und y-Carotin, Lu- | A0, ! Benzin CHARGAFF (1)
' | tein [ . _dl__. S
Mycobacterivm phiet &-, §-Carotin, Krypto- | Mg0O ' Petroléther INgradsM und STEEN-
xanthin {Lutein-, | | BOCK
Zeaxanthin- und | I
L . Azafnneater} " o o L
Rhodovibrio-bakierien Rhodoviolasein, Rho- Ca(OH), v Petrolither KARRER und SOLMSSEN
dopm, Rhodopur- | 1 (1, 2, 3, 6}
purin, Flavorhodin, i
B-Carotin Lycopm, ;
o Rhodowbrm 1 ! L o
Bacterium halobium Lo und ﬁ Bacbeno- CaCO, ! CS, PETTER (1, 2)
ruberin o i
Thiooystis-bakierien Lyeopin, Rhodovio- Ca{OH), i Petrolither KARRER und SOLMSSEN

la.scm o

Bacillus Lombardo Pelle-

(,8 und y-Carotin}

{1, 2,3, 6)

ALO,, CaC0,

(,3 und - Carotm,
Lycopin, Xantho-
phyll) |

AL,0;, CaCO,

Benzin usw.

CHARGAFF und LEDERER

nml Benzin

CHARGAFF und LEDERER

*oplounotey
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Kali (je 16—20 Stunden, unter Stickstoff), wascht gut aus und
lost den Abdampfriickstand der getrockneten Atherschicht in
Benzin. Nun folgt eine Entmischung mit Methanol, worauf die
hypophasischen Bestandteile mit Hilfe von Wasser gleichfalls in
"Benzin ubergefihrt werden. Die beiden Benzinldsungen lassen sich
in der Calciumhydroxyd-Saule aufteilen, die Einzelringe werden
mit holzgeisthaltigem Ather eluiert. Den Abdampfriickstand des
getrockneten Athers nimmt man jeweils in Benzin auf und ver-
gleicht seine Farbstérke mit Azobenzol (S. 92).

Der epiphasische Anteil zerfallt 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.: 16 mg Carotin, je 05 mg Lycopin
bzw. Xanthophyll und 0,05 mg unbekanntes Polyen pro Kilo-
gramm Frischleber (ZECHMEISTER und TUZSON 9).

Jingst haben wiLLSTAEDT und LINDQUIST durch Aufteilung
in einer Aluminiumoxyd-S&ule, 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 Eiweil3, adsorptions-
analytisch aufgeteilt und bestimmt werden konnen. Die &ltesten,
wichtigen Versuche dieser Art stammen von PALMER und
EOKLES und betreffen das zirkulierende Lipochrom der Kuh, in
welchem GILLAM und EL RIDI (1,2) neben viel Carotin auch etwas
Lutein und Kryptoxanthin (sowie Vitamin A) feststellten. Im
Pferdeserum wurde chromatographisch vorwiegend Carotin nach-
gewiesen, nebst farbigen Abbauprodukten der Nahrungspolyene
(ZECHMEISTER und TUZSOK 10).

Auftellung der menschlichen® Blutserum-carotinoide. Die in der
Literatur zuweilen vorgenommene Auswertung des &herldslichen
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Serumfarbstoffes as , Carotin“ ist nach neueren Untersuchungen
(DANIEL und SCHEFF; DANIEL und BERES) auch hier unrichtig.
Vielmehr mul? mit dem Gesamtpolyen eine Entmischung und,
namentlich wenn das farbkréftige Lycopin von der Diat nicht
ausgeschlossen  war, auch die Chromatographie vorgenommen
werden, da sonst die Provitamin-A-Werte viel zu hoch ausfallen.
31 menschlichesBlutserum wurden mit 1 Raumteil Alkohol geféllt
und der abzentrifugierte Niederschlag mit peroxydfreiem Ather
erschopft. Man verseifte den Extrakt mit methanolischem Kali
wahrend 2 Tage, unter N, und entmischte das in Benzin Uber-
gefuihrte 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 (0,3mg, as,, Carotin®berechnet),

rosafarbig: Lycopin (0,15mg),

hellgelb: unbekannt (0,08mg),
unten; orangegolb: - (unda- )Carotm (0,28mg).

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

Es folgt aus diesen Angaben, dal3, falls bei klinischen Unter-
suchungen nur eine, zur Adsorptionsanalyse unzureichende Blut-
menge verflgbar ist, genaue Carotinwerte nicht ermittelt werden
konnen.

Nach WILLSTAEDT und LINDQUIST geniigt hierzu 140—250 cm
Blutserum. Die Autoren dampfen die Atherextrakte im N,-Strom
ein, nehmen den sterinreichen Riickstand in Petroldther auf und
schiitteln die Lésung mit 90proz. Methanol aus. Die Chromato-
graphie beider Fraktionen wird aus Benzin + Benzol auf Alu-
miniumoxyd vorgenommen. Elution und Mikrocolorimetrie der
abgetrennten Komponenten, wie (blich.

Im epiphasischen Anteil wurde Carotin (Menge etwa wie
oben verzeichnet), eventuell auch Lycopin gefunden. Zwischen
den beiden Schichten liegen noch zwei unbekannte Farbstoffe
(Abbauprodukte) und bilden einen rosa bzw. einen braungelben
Ring (in Petroldther 498, 468, 442 bzw. 478, 459"). Die voll-
standige Trennung gelingt hier erst bei wiederholter Chromato-
graphie und energischem Entwickeln mit Benzol + Benzin (4:1).
Im hypophasischen Anteil wurden regelmaRig Zeaxanthin und
X anthophyl| ermittelt. '

3

g*
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Die chromatographische Bestimmung der Serum-Car otinoide neben
Bilirubin s unter Galenfarbstoffe (S. 85, SULLMANN, SzecdsNYi-
NAGY und VERZAR).

Isolierung von Carotin aus Pferdefett.

2 kg zerhacktes Material wurden in eine Lésung 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 abgdassene untere Phase wird behutsam,
ohne stark zu schwenken, mit Ather extrahiert und der Auszug
zur é&bherischen Hauptlésung gefiigt, worauf man dieselbe einen
Tag Uber konz. methanolischem Kali stehen 1aRt. Nun wurde das
Pigment mit Wasser wieder in Ather getrieben, der letztere alkali-
frei gewaschen, mit Na,S0, getrocknet und verdampft. Man ver-
teilt den Rickstand zwischen Petroléther (Siedep. 30—60°) und
ebensoviel 90proz. Methanol, wobei die Hauptmenge des Farb-
stoffes sich epiphasisch verhélt.

Die gewaschene und getrocknete Petrolatherlésung wurde nun
auf Calciumhydroxyd (18 X 4 cm) Chromatograph iert. In der
oberen Haélfte der Saule hdufen sich farblose Begleiter an; der
Farbstoff dringt beim Nach waschen mit Benzin tiefer vor und
beginnt, nachdem die halbe Hohe passiert ist, in zwei Farbringe
zu zerfallen. Oben: 10mm dick, orangegelb, /J-Carotin; tiefer:
(5 mm, zitronengelb), a-Carotin. Man eluiert die Hauptschicht mit
methanolhaltigem Ather, wascht, trocknet und dampft ab. Der
Riickstand lieferte, aus 0,3 cm® Benzol und einigen Kubikzenti-
metern Methanol umgeschieden, 3 mg /J-Carotin = 25% der im
Fett colorimetrisch ermittelten Menge (ZECHMEISTER und Tu-
ZON 4).

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. Denausdem
Alkali in Ather getriebenen Farbstoff hat man mit dem Ather-
auszug vereinigt und dessen Abdampfriickstand zwischen a) Benzin
und b) 90proz. Methanol verteilt.

a) Die Benzinlésung wurde zweimal auf Ca(OH), chromato-
graphiert. Abgesehen von etwas oc-Carotin, erschien eine breite,
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gelbe Zone, aus der sich das R-Carotin mit methanolhaltigem
Ather eluieren lieR. Zum Abdampf riickstand des Eluates fiigte man
etwas Benzol, dann Holzgeist und wenig abs. Alkohol. Von Sterin-
fr aktionen wurde nun filtriert und das Carotin im Eisschrank
auskrystallisiert. Ausbeute 8,6 mg.

b) Die'Polyen-alkohole fiihrt man aus der Methanolschicht in
CS, Uber und gieRt die Losung auf CaC0;. 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 l6st esin viel heifem Methanol, filtriert
bei 20° von farblosen Begleitern, reinigt den Farbstoff erforder-
lichenfalls in der Carbonat- Saule und scheidet ihn schliefflich aus
Chloroform und Petroldther um. Ausbeuten 50—60% des colori-
metrisch ermittelten Betrages (ZECHMEISTER und TUZSON 5).

Isolierung von Actinio-erythrin aus Actinia 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 Varietét) wiederholt in Aceton ein, so
entsteht eine rotviolette Flussigkeit, deren Pigment mit Wasser
in Petroldther Ubergefiihrt wird. Nun schittelt man die Losung
mit Wasser, dann mit 90proz. Methylalkohol. (bleibt farblos) und
wascht mit Wasser den Alkoholgehalt weg. Von den im Eis-
schrank beim Stehen sich abgeschiedenen Wassertrépfchen wird
dekantiert und die Ldsung auf eine Calciumcarbonat-Séaule ge
gossen. Der oben festgehaltene, rot violette Bezirk wandert beim
Nachwaschen mit Petroldther langsam nach unten und zerfallt
zugleich in drei Schichten. Man eluiert die Hauptzone mit
methanolhaltigem Petroléther (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: 15 mg Actinio-
erythrin (etwa 30% des Farbstoffgehaltes).

Trennung von Carotinoiden und VitaminA: S. 179.
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Tabelle 13. Beispiele fir die Chromatographie von Polyenen
des menschlichen Organismus.

| e
Rohstoff | Isoliert (nachgewiesen) | Adsorbens 'L%Silf?esr | Literatur
| .
Blut- (Lycopin, Carotin,| Ca(OH),t Benzin] DANIEL und
serum Xanthophylle) i . SCHEFF; DANIEL
und BERES
Blut- (Carotine, Xan- A|203 Benzin SULLMANN SZE-
serum thophylle) CSENYI-NAGY
und VERZAR

Blut- (Caraotin, Lycopm Al,O; 1 Benzin WILLSTAEDT  und
serum Zeaxanthin, un- { I LINDQUIST

bekannte Xan- i
thophylle) N

" Leber ! (Carotin), (Lyco- _Ca(OI_-|)21Ben_z_|n | ZECIIMEISTER und
I

pin), (Xantho- TUZSON (9)
phyll) '
Leber (Carota Lycopin, AI203F "Benzin | WILLSTAEDT  und
Zeaxanthin, Lu- ] LINDQUIST
tein, Violaxan- I
thin)
Depd't-: R-Carotin (Lyco- | Ca(OH), Benzin ZECIIMEIéTER imd
fett | pin, Capsanthin,: TUZSON (8)
Xanthophyll)
Pla- I (Xanthophylle CaCég_ Benzin | KUHN und BROCK-
centa . Xanthophyll- ! MANN (3)

ester, Carotin) !

C. Beispiele fir die Verarbeitung von kinstlichen Um-
wandlungsprodukten der Carotinoide.

(Vgl. auch Tabelle 15, S. 128)
Trennung von Carotin und Isocarotin.

Das unbekannt konstituierte Kunstprodukt I'socarotin CuoHge
(Literaturzusammenstellung bei ZECHMEISTER 1, dort S. 147),
welches z. B. durch Jodieren und Regenerieren mit Thiosulfat aus
dem natirlichen Carotin entsteht, kann nach KUHN und LEDERER
(4) von b-Carotin in einer aus 1 Teil Fasertonerde und 2—4 Teilen
Al,Oz3(Merck) bereiteten Saule getrennt werden (Benzin). Das
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Isocarotin zeigt die starkere Adsorbier barkeit und verhalt sich dem
Lycopin recht &hnlich, wahrend b-Carotin eine tiefere Lage ein-
nimmt.

R-Carotin-monoxyd (EULER, KARRER und WALKER).

Eine Losung von 0,536 g Carotin in 100 cm® Chloroform wurde
mit zirka 5cm® Benzopersaurelésung (= 0,166g akt. O) versetzt
und 36 Stunden im Dunkeln stehengelassen. Die bréunlichrot ge-
wordene Flussigkeit hat man zweimal mit sehr verdinntem Bi-
carbonat geschuttelt, durch mehrere Faltenfilter gegossen. (Trock-
nung) und im Vakuum abgedampft. Mari nimmt den Rickstand
mit Benzol auf, versetzt die Flissigkeit mit Methanol bis zur
ersten Tribung, saugt die abgeschiedenen Krystalle nach zwdlf-
stundigem Stehen bei 0° ab, wascht mit Methanol nach, |6st se
in 50 cm® Petrolather und Chromatograph iert auf Fasertonerde:

10 rotlichgelb: nicht krystallisierbar, CH. CH
?elb Carotin-monoxyd, ’\ / 8
hsrot (wenig Isocarotin? 542, 503,
472y, in CS,), AN
gelbrot, auswaschbar (Filtrat). CH, c—gﬂ.:..
Die 45-mm-Zone wurde mit 90proz. éH' (532(}1{al
Methanol eluiert, ihr Farbstoff in Petrol- N

ather Ubergefihrt und der Abdampfriick- CH,
‘Wahracheinliches Bingrystaim

stand des letzteren aus Benzol + Metha- des f-Carotin-monoxyds,
nol, dann mehrmals aus Petrolather um-

krystallisiert.  Ausbeute 30—70mg Carotinoxyd CyHseO,
Schmelzp. 160—161°; in CS,: 486, 456, (427)pu

Darstellung von b -Oxycarotin, b-Carotinon und Semi-b-carotinon
aus b- Caratin
(KUHN und BROCKMANN 6, 10, 13, 14; Formeln: S. 28).

Man |8st 3 g Carotin in Portionen von 50 mg in 15 cm® Benzol,
verdiinnt mit 25 cm® Eisessig und versetzt mit 3 cm® 0,In-Chrom-
slure, tropfenweise, unter starkem Rihren. Man figt 1Vol.
Benzin zu (Siedep. 70—80°), giel}t die Flissigkeit in Wasser,
wascht die Oberschicht aus, trocknet und bringt die Ldsung
(Benzol + Benzin 1:1) auf Al,0; (Merck, nach BROOKMANN).
Durch Entwickeln mit reinem Benzol wurde das folgende Chro-
matogramm erhalten (60 Rohre):



Tabelle 14. Beispiele fir die Chromatographie von tierischen Polyenen.

Tier . Organ usw. | Teolicrt (nachgewlesen) | Adsorbens ;  Lbsungsmittel Literatur
Kuh | Blutserum | (Carotin, Xantho- ! €aCo, | C8, ! PALMEE und Eck-
i I‘ phytl) i | LES
Kuh Talg |Carotin Ca(OH-), Benzin ZECHMEISTER und
i \ Tozsow (1)
Kuh ‘ Corpus luteum ‘ (a-, f-Carotin} CaCO, | Benzin | KARRER und
. } 1 | Scarentz
Kuk ]Corpus rubrum i f§-Carotin : Fasertonerde +| Kooy und Bubcx-
| - ! ALO, i MANN (3)
p - — ...__.__._.._.d__._i — - - —_—— e -
Kuk Milch : (Lyecopin, Carotin} Al 0, :Benzin 4+ Benzol| vaN WIINGAARDEN
Kuh Butter | Xanthophyll (Lu-| CaCO,, AlLO, | Petrolither | KARREE und
| tein), Zeazan., | : Bcuire (1)
' thin, Carotin, ' i !
| (Vitamin A) ; ' |
Kuh Butter | (Car-ozix: _Ey;()p].;l,_ Al:(:{: - 5 Benzin Girrayd und HEiL-
: | " Xanthophyll, | [ | BRON (1)
| Kryptoxanthin} | i
Huh Butter .:.{_C&mtin, Xantho- ' CaCO, ‘ CB, PaiMErR und EcEk-
i phyll) ! | LES
Kuh Mist _:_[-aa._mtin, Xantho- CaCO, | CB, PaiMER und ECK-

phyll} ’

LE3
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Ca(OH), Benzin "ZECHMEISTER  und

Pferd Blutserum, : (Carotin, Abbau-
Leber, Fettge- Produkte) ' | ., TUZSON (10)
webe, Niere, .l ‘
Nebenniere, ) !
 Lunge, Milz o |
Pferd Fett (a-), R-Carotin Ca(OH),  Benzin !Dieselben (4)
Pferd Mist ‘(a-Carotin),R-Caro-  CaCO; . Benzin  Dieselben (5)
_ tin _.Ca(OH), S |
Schwein L eber (Ergebnis negativ)  Ca(OH), Benzin ]Dieselben (12) -
Ratte Mist ?Physalien, - Zea CaCO0; - Benzin E KUHN und BROCK-
xanthin) : i MANN (3)
L S M S
Huhn Fett (Carotin, Violaxan- CaCOq CS, ! ZECHMEISTER und
thin) Xantho- ; TUZSON (4)
phyll : |
Huhn Eidotter Lutein, Zeaxanthin CaCO; CS, "KUHN, WINTER-
| . STEIN und LEDE-
| ' | RER
Huhn Eidotter | (Lutein, verester- CaCO; !  Benzin KUHN und BROCK -
: tes Lutein, Caro- ' MANN (3
; tin) ! P |
Huhn | Eidotter (Carotin, Krypto-f CaCO;, Al,03 , Benzin GIIXAM und HEIL-
' xanthin, Xantho- ' : BRON (2)
phylle, Vita- . i
min A) :

oplounoed
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Tier {  Organ usw. ; Isoliert (nachgewiesen) , Adsorbens Losungsmittel Literatur
Huhn Eidotter Lutein, Zeaxan- E MgCO3 EULER und GARD
thin |
Huhn, Gans, Ente| -Tarsalhaut | (Lutein-ester, Ka-' CaCO; Benzin BROCKMANN und
: narien-xantho- ] VOLKER
phyll*) B
Gans . Schnabgl - (Lutein-ester, ,, K a- CaCO; Benzin : BROCKMANN und
epidermis narien-Xantho- i VOLKER
phyII Carotin) i
Haustaube Tarsalhaut (Zeaxanthln Lu- CaCO; Benzin |BROCKMANN und
tein, rote Zer- | VOLKER
setzungsproduk - :
te)
ZahlrelcheVogeI Gefieder (Luteln Zeaxan- CaCO3 Benzin BROCKMANN i und
arten : thin, ..Kanarien- VOLKER; VOLKER
xanthophyll", ] :
Picofulvin,  Zer- ;
setzungsproduk - i [
te) ‘ i
Bana  esculenta Leber, Haut,ia-, b-Carotin, Lu- Ca(OH), I Benzin | ZECHMEISTER  und
(Wasserfrosch)  Ovarien, Fett- tein, Zeaxanthin : ' TUZSON (11)
korper t

P
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t e e e

Hippoglossis hip;;;o- ' Rogen (Xanthophyll Zea- CaCO, : Cs, EEULEB, GARD und
glossus (Heilbutt) xanthin) i HELLSTROM
L;p)mm ;;'wcawnus ! Leber | (unbekannw Caro- CaCO, Cs, |SOBENSEN (2]
{Seoteufel ) ‘ i tinoide) _
.Eopkms pwcatonus i. Lebersl ‘ {Astacin, Taraxan- ,0, Benzin I BU‘RKHARDT, HEIL-
{Seeteufel) : " thin?) i | BRON, JACKSOX,
. : i Parry und Lo-
| . ! | VERN
Nephrops norvegicus | Gesamttier | Astacin ALO, | Benzin |BURKHmDT, Heir-
(Steingarnels} ! BRON, JACKBON,
; I ParrY und Lo-
—_—— | e | VERN
Wal o1 . Astacin ALO, | Benzin | BurxmarDT, HEIL-
; Fu.llererde | BRON, JACESON,
! ; PARRY und Lo-
__ q ; I "R
1 mola Leher i (- und B-Carotin, AlLO, | Benzm SORENSEN (1)
{Klumpfisch ) unbekannte FPo-
. _lyene) - |
Salmo salar (Lachs) Muskel  Salmenséure ALO, i  Benzin EMMERIE, VAN
' ! EEKELEN, Jo-
o o ‘ ____ 8EPHY und WOLFF
Hypeypops rubicun- |Xant.hophyll ' CaC0, i Ligroin Fox (1)
dc (ein Meeres. | | . .

goldfisch)

‘OPICUROXE])

€31



tuwm

{Herzmu- @
schel) :

i

lyene)

Tier i Organ usw. Isollert (nachgewiesen) | Adsorbens i Liisungsmittel Literatur
' . |
Bolryllus Schlosseri ' Pectenoxant.hm ! CaCQy, Benzin + Benzol' LEDERER (7}
[ Capsorubin, Cap-| :
! santhin, Lycopin, ' ; '
i l f-Carotin |
) i . — -
"Dendrodoa grossu- ! Astacinester | CaCO, Benzin | Benzol. LEDERER (7)
taria | | |
I e e ] e — e
Haloeynthia papil- Astacmester, ,,Cyn i CaCO, :Benzin 4+ Benzol| LEDERER (7)
losa (Cynthia pap.) thiaxanthi !
- s e L ] -
, _= |
Maja squinado (See- Eier : (4 Vitellorubin®‘, Ca- CaC0, ! Benzin DurtundVEGEZZI,
spinne}) rotin) : ' vgl. VEGEZZI
Mytilus  colifornia- Faeces {Carotin, Xantho- | CaanCOa '5 Petrolather | Fox (2)
nus {kalifornische phyll) ;
Mieamuschel) ) !
Pecten maximus Sexualorgan | Pectenoxanthin CaCO, , LEDERER (8)
(Karmnu.schel) . : |
Cardmm tubsrcula : (unbekannte Po- C‘ia.{v{)H}2 Benzol ' KARREE und SoLms-

SEX-{5)
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Sexualdriisen

" Echinenon

Eehinus  esculeniuns Ca{OH), Benzin LepERER (10);
(Seeigel) i | AlO, i : LEDERER u. MOORE
Eckinusg esculentus ganzes Tier ! Pentaxanthin " AlLQG,, CaCl, Benzol LEDERER (8}
(Seeigel)
Tealia feling ' Actinio-erythrin(?)-| ALO,, CaCO, Benzol HEILBRON, JACK-
| ester (Carotin) | 50N und JONES
Actinoloba dianihus " neue Polyensiiure Ca({OH), | Petrolither | HEILBRON, JACE-
(Beenelke) | : ! goN und JoNES
Anemonia sulcata Suleatoxanthin ALQ, Benzol HEILBRON, JACK-
{Seerose) {Carotin) 80N und JONEs
Actinia equing Aectinio-erythrin CaCO, Benzin FasRE und LEDE-
: RER; LEDERER (5)
e e T S
Actinia equina Actinio-erythrin A1LO, i Petroliither | HEILBRON, JACK-
: 80N und JoNEs
Azinelle cristagalli Astaein {unbekann- CaCO, l Benzol KAﬁRER und SoLMs-
. te Farbstofie) ; SEN (8)
QCoccinella septem- | Fligeldecke | (Lycopin, Carotine) ALO, | Benzin |LEDERER (6) "
pundlaia !
. e !
Pyrrhocoris apterus | Fligeldecke | (Lycopin) | AlLO, : Benzin ! LEDERER (8)
———— e ] S e —_ — R
QOedipoda minigia Fligeldecke | (8-Carotin) CaQ Benzin | LEDERER {6)

“oplouno.s)

921
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-] Oben: braunrot (472, 443, 423 py, inBen
), /m zin),

? rotviolett (502, 470, 446uy B-
3 Carotinon,
1 gelbrot (478, 448, 420up R-Oxy-
ol ) Carotin,
O e rotviolett (502, 470, 446 pp):
Ll'__ch; Semi-[3-carotinon,

gelb (453,425up),

unten: Filtrat: unverandertes Carotin.

Man eluiert die Hauptzonen einzeln mit
methanolhaltigem Benzol, wascht aus,
dampft ab undkrystallisiert dasf3-Carotinon
(Ausbeute 110 mg) aus Benzol und Benzin,
das b-Oxyearotin (285 mg) aus Benzol +
Methanol, schliellich das Semi-RB-carotinon
(nach nochmaliger Chromatographie 240 mg)
aus Methanol um. Vom Filtrat lieen sich
500 mg b-Carotin zuriickgewinnen.

Chromatographische Reinigung bzw. Iso-
lierung folgender AbbawproduMe des b-Carotins
s. bei KUHN und BROCKMANN (14): Anhydro-
semi-3-carotinon, Bis-anhydro-R-carotinon,
3-Carotinon-aldehyd (und sein Oxim), An-
hydro-azafrinon-amid, Anhydro-azafrinon-
methylester-oxim, Azafrinon-amid, 3,8-Di-
methyldecapentaen - 1-a - carbonséure -methyl-
ester (auch Oxim und Nitril), 1,6-Dimethyl-
octatetraen-1 -al-carbonsdure-methylester (und
sein Nitril).

=(-—CH=CH—CH
b,

CH—CH=CH--CH
Lycopinal.

CH—C=
&,

CH—CH

CH—C=
tn,

Lycopinal aus Lycopin (KUHN und
GRUNDMANN 2).

Eine Losung von 100 mg Farbstoff in

70 cm?® reinstem Benzol wurde mit 100 cm®

Eisessig (Uber KMnO, dest.) und dann,

.  Tropfen fir Tropfen, unter energischem
>E Rihren mit 11,2 cm® 0,In-Chromsaure ver-
setzt. Man entmischt mit 200 cm® Benzin
(Siedep. 70 bis 80°) und 0,51 doppelt dest.

Wasser, wascht die Benzinschicht saurefrei und schiittelt sie zehn-
mal mit je 20 cm® 90proz. Methanol. Nach dem wiederholten

)
3]

H CH-—CH
I
(l.)H, C—CH

¥
)

o



Carotinoide.

Waschen wird chromatographiert (1 Teil
Fasertonerde + 4 Teile Al,03). Das Lyco-
pinal C3,H4,0 bleibt vollstdandig hangen.
Man wascht mit Benzin nach, eluiert mit
Chloroform, das 10% abs. Alkohol enthélt,
engt rasch auf etwa 1 cm® ein, figt 10 cm®
96proz. Alkohol zu, kocht auf und stellt
“die Flussigkeit in den Eisschrank. Aus-
beute 25—30% der Theorie. Nach dem
Umkrystallisieren aus wenig Benzol + abs.
Alkohol, Schmelzp. 147° (korr., evakuiert).

Es wurden Methyl-heptenon (CHj3),C=

CH(CH,),. COCH3 (als p-Nitrophenylhydra-
zon) sowie Hentriakontan CsiHes aus dem

Filtrat gewonnen; das letztere war ein natir- .

licher Begleiter des Roh-lycopins.
Lycopinal'Oxim C32H43ON 30 mg 0000 Lyco-
pinal in 10cm® Benzol, dazu 2cm® einer
alkoholischen Ldsung von zirka 60 mg freiem
Hydroxylamin. Nach viertelstindigem Er-
wéarmen auf dem Wasserbad verdinnt man
mit Benzin (Siedep. 70—80°) auf 1 1, wascht
das Uberschiissige NH,OH mit Wasser weg
und teilt die Lésung in der Calciumcarbonat -
Sdule auf (reinst, geféllt, Merck), wobei das
Oxim festgehalten wird. Entwickeln mit Ben-
zin, Eluieren mit Chloroform + Alkohol 9:1.
Nach dem Einengen krystallisiert man das
Préparat aus 96proz. Alkohol um. Ertrag
10 mg, Schmelzp. 198° (korr., evakuiert).

Uberfilhrung von Rhodoxanthin C4oH 500,

in Zeaxanthin Cy4Hs0; (KARRER und

SOLMSSEN 4) (Strukturformeln teils auf
S. 26—27).

Man bereitet zundchst, nach KUHN und
BROCKMANN (9) das D|hydro-rhodoxanth|n
C40He202: 46 mg Farbstoff werden |n 10 cm®
reinstem Pyridin gelost, mit 3 cm® Eisessig
versetzt. Man gibt in die 50° warme L&sung
059 Zinkstaub, worauf sofort durch ein
weites Fllter abgesogen wird. Der Zusatz
von 15cm?® Benzin scheidet goldgelbe, glan-

CH, CH,
NS
s

CE,/ CH,

C

Cé,\C—CH;—OH—C:CH—CH:GH—C:CH—CH
tlJH, '

127
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5
o
18
l1_o
7
3
Jas]
I B
as|
Y
o
o]

bu,

Dihydro-rhodoxanthin.



Tabelle 15. Beispiele fur die Chromatographie von Umwandlungs- und Abbauprodukten

der Carotinoide.
Ausgangsmaterial (Ansatz) I Isoliert (nachgewiesen) Adsorbcns i Lésungsmittel Literatur
|
b-Carotin, Isomerisie- | Pseudo-a-arotin AlLO, Petrolather ! GILLAM und EL RIDI
rung | i (1,3)
b-Carotin + Jod +Thio- | b-Carotin, Isocarotin | Fasertonerde Benzin  |KUHN und LEDERER (4)
sulfat : | +Al,0; ’
b-Carotin +Benzoper- | Carotinoxyd Fasertonerde '  Petrolather ! EULER, KARRER und
saure . WALKER
b-Carotin+Chromséure | Semi-b-carotinon, _b-Ca- Al05 "Benzol+Benzin |KUHN und BROCKMANN
,. rotinon, bCarotin i (10)
b-Carotin+Chromsdure | b-Oxy-carotin, b-Caro-| A1,05, CaCO; | Benzin, Petrol- {KUHN und BROCKMANN
tinon i ‘ ather (6)
b-Carotin+Chromsédure | b-Carotinon, b-Oxy-ca-!  ALO, ' Benzol+Benzin |KUHN und BROCKMANN
' rotin, Semi-b-caroti- (14)
non, b-Oxy-semi-caro- |
tinon, b-Carotinon-al-
dehyd i
b-Carotin + Chromséure { Neo-b-oxy Carotin, Semi- - Al,04 Benzol KARRER und SOLMSSEN
_ b-carotinon | )
a-Carotin + Chromsaure R KARRER, SALOMON und

. i
‘| a-Oxycarotin, a-Caroton !

SCHOPP

"9 H0isqed aydlLINEeN;



%-Carotin +Chromsiiure

1
a-Oxyearotin, a-Caroton. -
Hemio- ca.rot.mon

[,

ALO,

i

Benzol + Ligroin  KARRER,

EvLER und

SOLMSSEN

g 8- Oxycarotm +Chrom- Azafrinon-aldehyd CaCOa | Benzol—l—Benzm | Kuen und Bnocxngxn
g séure . i (13}
s - 5 e
f-Carotinon +Chrom- f-Carotinon-aldehyd . CaCOy+Talk . Benzol4-Benzin | KUHN und BROCEMANN
_g sii.ure | AlOy | 5 (14) :
E p-Carotinon-aldehyd | Oxime | CaCo, Benzol KuHX und BROCKMANN
(14}
E p-Carotinon +methyl. Bisanhydro-f-carctinon | Alg0, | Benzol +Benzin | KUEN und BROCKWANK
E alkoholisches Kali i | (14}
¥ Anhydro- ﬁvcarotmcn Oxim r ALO, © Benzol KorN und BrOCEMaNN
; {14}
Lyecopin 4+ Chromséure | Bixin-dialdehyd ‘ CaCO, Benzin Kuny¥ und GRUNDMANN
(1)
Lycopin +Chromsiure | Lycopinal : Fasertonerde + Benzin KuHN und GRUNDMANN
AlL;O, (2}
Lycopinal Oxim CaCQ, Benzin KuvsN und GRUNDMANN
i (2)
U _— _
e Physalien - Chromsiure | Phyzalienon | ; KARRER, SavoMoN und

Scaore

|

‘opIounoE))

621



Ausgangematerfal (Ansatz) Isoliert (nachgewiesen) Adsorbens Lisungsmittel Literatur
Dihydro-rhodoxanthin | Zeaxanthin | Ca(OH}, Benzol KARRER und SOLMSSEN
+Al-isopropylat ; )
Capsanthin-ester . {Reinigung} I CaCO, , Benzin ZECII‘\IEISTER und CHOL-
i | NOKY (2) o
Capsanthin + Al.isopro. | Capsanthol i Ca(OH), ; Benzol KARRER und HUBNER
__pylat : _ ;' i
Capeanthin-diacetat+ | 4-Oxy-f-carotinon-alde- | CaCOy, I Benzol ZECHMEISTER und CHOL-
Chromaa.ure hyd oxim i XOKY (4)
Capsanthin- dmceta.t—i— Capsylaldehyd oxim CaCO, " Benzot +Benzm Dieselben (4}
_ Chromsiure _____ o
Ca.paa.nt.hm dm,cetat-i- Capsanthinon, 4-Oxy-§- ! CaC0,  Benzol +Benzm Dieselben (4)
Chromséure carotinon-aldehyd, i
Capsylaldehyd, Caps- i
anthylal )
Cia_psaiitllyla;l_ L Oxim Ca.COs Benzol Dieselben {4)
Capsanthinon +methyl- | Anhydro-capsanthinon CalC0, | Benzol -+ Benzin | Dieselben {4)
alkoholisches Kali {(unbekannte  Farb- :
stoffe) :
Capsorubin-diacetat | (Reinigung) ] (‘a.COs | Benzin Dieselben {3)
Crocetin- dlmethylester {Reinigung) o TAI;OS _. Benzin Kuoux und WiNTERSTEIﬁ

3

0gT

"OJOISQIBT OYOIINIBN



Bonzm

Crocetin-dimethylester, | Octatetraen-dicarbon- AlO, 'Kunx und WIN TERSTEIN
thermisch zersetzt . s#ure-dimethylester, {3)
| Trieyelo-crocetinester, i
| 2.6-Dimethyl-naph- ;
talin usw. |
Azafrin-methylester 4 Aza.frmon methylester Al Oy Benzin | Kunx und DEUTSCH
Chromsiure |
Azafrin-methylester ! Azafrinon- mebhylester ALO Benzol ' KunX und BROCKMANN
+ Chromsiure Azafrinal-I-methyl- {14)
ester, Azairinal-1I- |
methylester " ;
e e R [ S DI
Azafrinon . Amid Cal0, | Benzol Kunx lmd BROCKMANK
' | i (14)
Anhydro-gzafrinonamid | (Reinigung) CaCO, Benzol | KuHx und BROCEMANX
{14)
Anhydro-azafrinon- | Oxim |  ALO, |  Benzol  Kumy und BROCKMANN
methylester : ro(14)
Agafrinal- I-methyleaté: |_6;um o A_l,;(is T Benmol 'Kuax und BROCKMANN
_ | Lo(14)
Azafrinal.Lmethyl- | Nitril A1,0, "~ Benzol  Kvax und BROCKMANN
ester-oxim | Co()
% Azafrinal.Il.methyl- ' Nitril © 7 7T AL0, | Bemmol i Kunx und BrOCKMANN
ester-oxim : (14)

“oplouoanyy

(£
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zende Bléattchen ab (Ausbeute 65%), welche, aus Benzol + Methanol
umkrystallisiert, bei 219° schmelzen.

65 mg D|hydro rhddoxanthin wurden in 15 cm® Benzol gelost
und mit 20 cm® abs. Isopropylalkohol, dann mit 2 g Aluminium-
isopropylat versetzt, hierauf 24 Stunden gekocht (100-cm*-Rund-
kolben; hohe Fraktioniersdule mit Drahtspirale; Temperatur am
oberen Ende, von wo ein absteigender Kihler ausgeht, hdchstens
40°; trockener N,-Strom). Das Uberschiissige |sopropylat zersetzt
man durch Erwarmen mit 20 cm® |0proz. K OH, treibt den Farb-
stoff in Ather, wéscht, trocknet, dampft ab. Der Riickstand
lieferte in Benzol, auf Ca(OH), das Chromatogramm:

Oben: ggllgorange (510, 480up in CSp),

gd b’ (uneinheitlich),

unten: gelborange (515, 485up).

Die unterste Scheibe, welche die Hauptmenge des Pigments
enthielt, wurde mit Benzol + Methanol eluiert. Man wascht mit
Wasser, dampft im Vakuum ein und krystallisiert den Trocken-
rickstand aus Methylalkohol um. Ausheute 8 mg Zeaxanthin,
Schmelzp. 204—205° (unkorr.); 518, 483uy, in CS,.

5. Naphtochinon- und Anthrachinonfarbstoffe.

a) Der in die Chinizarinreihe gehdrende Pilzfarbstoff Boletol
(aus Boletus satanas oder B. badius) wurde von KOGL und DEIJS
synthetisch erhalten und von dem begleitenden Isoboletol chro-
matographisch getrennt. Welches der beiden nachstehenden Sym-
bole dem naturlichen Boletol und welches dem Isomeren zukommt,
ist noch ungewil3; jedenfalls bedingt der mélsige Unterschied in
dem Molekilbau eine namhafte Verschiebung der Adsorptions-
affinitat.

OHO COOH OHO

HO— ‘/ l\‘ Ho—/l \,/i I\/\

he 5)\” L&L Yoo

Boleto! und Tsoboletol.

Nachdem die Chinizarin-a-carbonsdure mit Hilfe von Blei-
tetraacetat zum entsprechenden Dichinon dehydriert wurde, hat
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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 erwarmt, nach dem Ansduern ausgedthert und die
alkoholische Ldsung des Abdampfrickstandes auf ké&uflichem
A1,0; (35 X 2 cm) chromatographiert; Entwickeln nacheinander
mit Alkohol, Benzol und Xylol.
Oben: breit, rotbrawn: enthilt Hauptmenge der Boletole,
gelbbraun : enthilt wenig Boletole,
goelbgrin }
dunkel blaBgriin Begleiter.
unten: grau

Die Elution erfolgt hier jeweils mit Iproz. KOH, worauf man
die Losung anséauert und ausathert. Die beiden oberen Fraktionen
wurden vereinigt, erneut chromatographiert, dann mit Alkohol,
Aceton und schliellich mit 50proz. Aceton nachentwickelt. Es
entstanden zwei leicht trennbare Ringe, deren Pigmentinhalt wie
soeben beschrieben sich isolieren lief:.

b) Auch in der Reihe des Chrysarobins 4Rt sich die Chromato-
graphieverwenden. NachLED ERER (Privatmitteilung) erh@tman
reine Farbstoffe auf Calciumcarbonat oder Magnesiumoxyd aus
Benzolldsung verhaltnismaRig leicht, die Préparate erwiesen sich
jedoch als Gemische, z. B. von Chrysophanol (Chrysophansdure)
CisH1004 mit einem seiner Monomethylather, welche an den ge-
nannten Adsorbentien zundchst sich nicht trennen lassen.

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

c) Alkannin. Dieses aus Alkanna tinctoria Lo
gewonnene Naphtochinonderivat C;5H;605 \/"\/L/L-GH,
wird von dem Nebenfarbstoff Alkannan i
C19H1504 (3-1sohexyl-naphtazarin) begleitet,

; ; ; Chrysophanol
da.s von BROCKM@NN (2) bei der in Ben_zm auf (1, 8-Dioxy-8-methyl-
Kieselgur ausgefiihrten Chromatographie vor- anthrachinon).

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

CH, CH, von Alkannin-methyldther mit 2 H,

OHO \g< lieB sich das in Benzin geloste Re-
[} i i ' iltra-

I\ |\ \CH aktionsprodukt im Wege einer Filtra:

ii tion durch die CaCOz-Séaule reinigen,
L CHOH wobei Begleiter als rot violette Zone
NN Ny P hangen bleiben. Die Hauptmenge des

OHO (a) Farbstoffes wurde dem Filtrat mit
Alkanni ¥

(mbglichernelue stet CHOH n_—Natrorj entzogen. Man schiittelt

bet = und CH, bei L), diese Ldsung mehrmals mit Benzol

durch, treibt nach dem Ansiuern
(Essigsaure) den Farbstoff durch Wasserzusatz in Benzol, wascht,
verdampft im Vakuum zur Trockne und filtriert die Benzinldsung
des Riickstandes durch eine Saule von CaCO;. Der Abdampf riick -
stand des Filtrats liefert beim Umldsen aus verdiinntem M ethanol
rote Tropfchen, im Eisschrank N&adelchen, Schmelzp. 50—51°.
Uber Dichlor-chinizarinchinon s bei CRIEGEE.

CH,OH 6. Flavine (Lyochrome).
HO—C—H Bei der Isolierung von Flavin
HO é—H aus pflanzl!chen und t|er|§chen

J,_ Organen dienten zur Anreiche-
HO—(C—H rung des Pigments 6fters Adsorp-

C|H. tionsmethoden, jedoch nicht in

on [ . der von TSWETT vorgeschlagenen
N Form. Als Beispiele sden u. a.
GH,—‘/ E/ \c/ }0 die Arbeiten von ELLINGER und
CH,-—J} éL é }IIH KOZCHARA, von KUHN, G(\;-OR:C;)Y
und WAGNER-JAUREGG (1—3),

Nor” “w” Noo” von KUHN, WAGNER-JAUREGG

und KALTSCHMITT (Adsorbens
Fullererde), von KARRER, SALOMON und scHOPP (Bleisulfid, Fran-
konit), von KARRER und scHOPP (3) angeflihrt. Die letztge-
nannten Autoren sowie EULER, KARRER, ADLER und MALMBERG
reinigen ihre Préparate schlieflich chromatographisch, nach der
Uberfiihrung in die Acetate, welche dann auf einer Aluminiumoxyd-

Lactoflavin (Vitamin By).
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Saule aus Benzol festgehalten werden. Elution mit Methanol +
Benzol. Zusammenfassend |aft sich sagen, dal3 die Flavine ent-
weder in walriger Lésung, 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.

KUHN und KALTSCHMITT haben die umstandliche Gewinnung
des Flavins aus 103 kg Heumehl (kalifornische Luzerne) folgend
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,
gol3 die Flussigkeit auf eine A1,0s-Sdule (standardisiert nach
BROCKMANN) und entwickelte das Chromatogramm mit dem er-
wahnten Solvent. Die lebhaft gelbe Hauptzone liefd sich mit Essig-
ester + Methanol (4: 1) eluieren. Man wiederholt mit dem Ab-
dampfrickstand des Eluates den Adsorptionsversuch und beob-
achtet ds Ergebnis, da3 das Pigment in zwei Komponenten zer-
fallt.

Die obere Scheibe wurde mit Wasser eluiert und das Eluat
mehrmals mit Essigester durchgeschittelt, wobei das Wasser viel
Farbstoff, namlich verseiftes Flavinacetat zurlickhdt. 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 Rickstand (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. 235° (Zersetzung).

Nach einem &hnlichen Verfahren lieR3 sich acetyliertes Lacto-
flavin auch aus der SiiBwasser-Alge Cladophora sauteri isolieren:
HEILBRON, PARRY und PHIPERS.

Noch nicht néher gekennzeichnete, im Quarzlicht lebhaft fluores-
zierende Bestandteile von Bléattern wurden von STRAIN (2) chromato-

graphisch naci(wjgewmen (Losungsmittel:  Petrolédther, ~ Adsorbens:
Magnesiumoxyd + Siliciumerde). :
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Eine blau fluorezierende 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 /5 ein
und reinigt se durch Ausschitteln mit Ather, dann mit Chloroform.
Die Chromatographie wurde aus Wasser auf Frankonit vorgenommen
und lieferte 4 Schichten. Beim Entwickeln mit schwachem Alkali
I(:le = 9) wandert die blau fluoreszierende Substanz in das gelbe

Itrat.

Synthetische Flavine.

KUHN und WEYGAND (1) haben die bei der Synthese des
6,7-Dimethyl-9-n-amyl-flavins auf tretenden Nebenprodukte folgend
ausgeschaltet: Trockenesl,2-Dimethyl-4-amino-5-[n-amyl-amino]-
benzol wurde in Eisessig gel0st, mit Uberschlissigem Alloxan ver-
setzt und einige Minuten gekocht. Nach Verdinnen mit Wasser
extrahiert man das Flavin vollkommen mit Chloroform, trocknet
dann und verdampft den Auszug. Das Rohprodukt wird mit
Aluminiumoxyd verrieben und das Gemisch in den Oberteil einer
A1,0:-Saule eingestampft. Beim AufgielRen von Xylol + Methanol
lassen sich die Begleiter rasch auswaschen, wéahrend das Flavin
nur langsam abwérts wandert.

Reinigung von synthetisch bereitetem 6,7-Dimeihyl-flavin-9-essig-
saure-methylester: KUHN und Ruby (Chloroform, Aluminiumoxyd-
Saule, Elution mit Chloroform + Methanol 10: 1).

" Die Flavine (Lyochrome) des Harnes (KOSCHARA 1—3).

a) Darstellung von Uroflavin aus Mannerharn. Das , Uro-
flavin", das in den meisten Eigenschaften mit dem Lactof lavin
Ubereinstimmt, besteht etwa hélftig aus. Lactoflavin und einem
O-reicheren Lyochrom. Eswurde aus 5000 1 Harn folgend isoliert:

Anreicherung. Die Vorschrift fir die einleitenden Operationen
ist S. 144, unter ,Uropterin" abgedruckt, bis zum Absaugen
der sog. Purinfraktion (1,2kg). Das Filtrat wird mit 121 einer
Losung, enthaltend 600 g Bleiacetat und 420 g Bleihydroxyd, ge-
fallt. Nach dem Absitzen Uber Nacht wird abgehebert und der
Niederschlag genutscht. Man vermengt dasFiltrat mit 1,21 10proz.
Bleizucker und sattigt 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
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Wasser + Pyridin + Eisessig (9:1: 0,2), dampft im Vakuum auf
81 ein, athert 24 Stunden aus, filtriert von einer geringen Fallung
und bringt die waldrige Losung auf 4,2 1. Dieses Konzentrat ent-
halt 700 mg Lyochrome (etwa 100mg sind abgefallen).

Die chromatographische Isolierung geschieht in zwei Stufen, auf
Floridin-Bleicherde X XF. Im ersten Chromatogramm (Flavin
oben festgehalten) wird zunéchst das Aquoflavin (s. unter 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 (sog. 3. und 4. Harn-
lyochrom), die mit dproz. Pyridin gemeinsam entwickelt und in einem
weiteren Chromatogramm geschieden werden kénnen.

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 XS, da an X X F (anders als bei Roh-
I6sungen) ein Farbstoff an teil allzu fest haftet und Fraktionierung
vortauschen konnte.

Zusammenfassend 1813t sich sagen, da3 die Saule die Anwesen-
heit von vier Farbstoffen verraten hat:
Oben: ,drittes'* Harnlyochrom
nviertes' Harnlyochrom }

Uroflavin (Gemisch; 9569% der Gesamtlyochrome),
unten: Aquoflavin, schon mit Wasser auawaschbar.

b) Aquoflavin und Lumi-aquoflavin (KOSCHARA 2). Das
Aquoflavin wird, wie erwahnt, mit Wasser von der Bleicherde ab-
gelost. Man engt ein, versetzt mit ¥s Vol. 2n-Schwefelsaure 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® Aquoflavinldsung (1,3 mg Farbstoff) wurden mit 2 cm?
2n-NaOH versetzt und in einer Petrischale auf weilem Grund mit
der 75-Watt-Metallfadenlampe bestrahlt (Abstand 10 cm, Dauer
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55 Minuten). Man gibt 4 cm® der Schwefelsiure zu, schiittelt mit
Chloroform aus, befreit die walrige Lésung im Vakuum von CHC15-
Resten und chromatographiert sie auf Bleicherde X X F (2,8 X
X 2 cm). Das Lumi-aquojlavin wird ganz oben fixiert und laRt
sich, im Gegensatz zum Aquof lavin, mit Wasser nicht entwickeln.
Elution mit Sproz. walrigem Pyridin.

c) 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 05 cm® konz. HCI versetzt und
(ohne Ruicksicht auf eine Fallung) chromatographiert (4 X 2 cm
Bleicherde XS, mit Sdure vorbehandelt). Man wascht die Saule
mit 20cm® 0,In-HCI, eluiert mit Wasser + Pyridin + Eisessig
(9:1:0,2), bis das Filtrat farblos abtropft, welches im Vakuum,
zum SchluB unter Zusatz von Bariumcarbonat, eingeengt wird.
Nun wird filtriert und die Lésung (20 cm®) mit 5 Tropfen Eisessig
angesauert. Man kUhlt in Eis, setzt 6 Tropfen kaltgeséttigtes Per.
manganat zu und zerstort den Permanganatiiberschu 1 Minute
spater mit 1 Tropfen 3proz. H,0,.

Nach dieser Bleiche gibt sich das Lyochrom durch griine
Fluorescenz im Quarzlicht zu erkennen. (Fluoresziert die Lésung
rein blau, so ist eine weitere Reinigung zwecklos, da dann der
Flavingehalt unter 10 -% liegt.) Nunfolgt wieder eine Adsorption
an Bleicherde XS (2 cm hoch). Man wascht mit Wasser, trennt
mit 2proz. walrigem Pyridin einen blau fluoreszierenden Anteil ab,
eluiert die Flavine mit Methanol + Pyridin + Wasser (3:1:1)
und kontrolliert die Vollstéandigkeit der Elution mit Pyridin +
Essigsiure-Gemischen. SchlieRlich engt man das Eluat auf 5 cm?®
ein und mifRt es im Stufenphotometer.

Das Verfahren ist auch auf andere Flissigkeiten anwendbar. —
Bestimmung in Harn-Konzentraten (4,2 1 aus 5000 1) s. im Original.

7. 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 und Nomenklatur: sScHOPF und
BECKER). Die nachstehenden Angaben (ber die Chromato-
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graphie von Insekten-, namentlich von Schmetterlingpterinen
stammen aus der neuen, umfangreichen Arbeit von SCHOPF und
BECKER sowie von BECKER und SCHOPF. Die chromatographische
Isolierung von Urpterin aus Menschenharn wird nach Ko-
SCHARA (5) auf S. 143 beschrieben.

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

Erythropterin wird aus sehr verdinntem, walirigem oder me-
thanolischem HCI (n/250) viel besser adsorbiert als Xanthopterin
C19H1306N 15 und bleibt as schmale Zone hangen, wahrend das X an-
thopterin aus walrigem HCI nur sehr schwach, aus methanolischem
etwas stérker festgehalten wird. Man kann (vorteilhaft im Mikro-
adsorptionsrohr, S. 57) Xanthopterinpraparate in walriger Salz-
sdure auf Erythropterin, sowie Erythropterin in methanolischem
HCI auf Xanthopterin prifen (A1,0s). Im ersteren Fall bleibt
das Erythropterin oben hangen (rote Farbe, im Quarzlicht dunkel-
samtbraun leuchtend), im zweiten Fall erblickt man unterhalb des
roten Erythropterins das Xanthopterin as schmale, gelbe Zone
(Fluorescenz gelbgriin). Adsorbiert man aus schwach saurer
Losung, so werden im A1,0; beide Farbstoffe allmahlich zerstort:
der Xanthopterinring wird beim Entwickeln mit waldrigem oder
methanolischem HCI immer schwécher und verschwindet. schlief3-
lich; das Durchwandernde zeigt blaue Fluorescenz.

Betreffend Erythropterin und Xanthopterin ssien noch die fol-
genden Einzelheiten der erwahnten Arbeit von SCHOPF und BECKER
entnommen.

An A1,03 und Floridin X X F wurde Erythropterin aus stark ver-
dinnten Lésungen in n/250—n/500-HCI, an Frankonit aus Essig-
sdure + Natriumacetat adsorbiert; man eluiert aus Aluminiumoxyd
mit 0,5n-NH3, sonst mit 4proz. Pyridinwasser. Auf Frankonit KL
zeigt Erythropterin in Essgséure + Natriumacetat scheinbare Hetero-
genitét, welches vielleicht von der Uneinheitlichkeit des Adsorp-
tionsmittels hervorgerufen wird.

Xanthopterin. Aus wal¥riger Losung wird es bel neutraler oder
schwach saurer Reaktion von A1,0;, Frankonit KL oder Floridin X X F

.gebunden; bei etwas stérkerer Aciditat wandert es rasch durch das
Aluminiumoxyd. Von gereinigtem Floridin (S. 43) wird das Xantho-
pterin wie Erythropterin aus n/250—n/500-HCl aufgenommen.
Frankonit KL bindet es aus essgsauren oder neutralen Medien zu
einem sehr konzentrierten Adsorbat an der oberen Flache der Saule.
Nach dem Waschen mit Wasser eluiert es 05n-NH; glatt. — Ad-
sorption aus absolut-methanolischer Lésung: Auf Aluminiumoxyd
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wird Xanthopterin aus seiner Losung in 0,01proz. methanolischem
Chlorwasserstoff gut festgehalten, es blaldt jedoch in ener hohen
Saule beim lange fortgesetzten Entwickeln allmahlich aus. An Barium-
sulfat wird Xanthopterin aus methanolischem Pyridin, in Gegensaz
zu Erythropterin, nicht fixiert.

Das Chrysopterin wird von Aluminiumoxyd aus n/250-Salz-
sdure (in der es, wie in 0,5 n-Essigsdure, violettblau fluoresziert)
starker 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 18Rt sich, wie Xanthopterin, aus
schwach saurer, verdinnt-walriger Losung auf Frankonit KL fest-
halten und wird von 05 n-Ammoniak eluiert.

(Weitere zahlreiche Einzelheiten betreffend Adsorptions-
verhalten s. im Original.)

Darstellung von Roh-xanthopterin aus Appias nero (eine
Pieride aus Java). Die Flugel von 2000 Tieren (32,2 g) wurden
mit Ather entfettet, mit Alkohol vorbehandelt, mit Ammoniak
ausgezogen und die Lésungen mit Sazsdure fraktioniert (Naheres
im Original). Ein Teil des Farbstoffes gelangte in salzsaure Mutter-
laugen (5 1) und lie3 sich adsorptionsanalytisch weiter verarbeiten:

Die Losung wurde mit geséttigtem Natriumacetat vorsichtig
so weit abgestumpft, da3 die Reaktion gegen Kongopapier etwa
- einer n/300-Salzsdure entsprach, dann ohne Filtration durch eine
20-mm-Schicht von Al,Oz (puriss. Merck) gesaugt (Jenaer Glas
Biichner-Trichter mit Schlitzsieb ,,S 70"). Man spilt mit wenig
Wasser nach. Oben sitzt ein dunkelrotvioletter Belag (1 mm),
darunter eine stark rotbraune Zone (Erythropterin); der Rest -
des Adsorptionsmittels war schwach rosa geférbt.

Die durchlaufende, honiggelbe Xanthopterinlésung tribte sich
nach 24 Stunden braunlich und wurde durch 10 mm A1,0; ge-
saugt. Man verwarf das braune Adsorbat und schickte das mit
25 cm?® geséttigtem Natriumacetat véllig abgestumpfte Filtrat ein
drittes Mal durch das Oxyd (10 mm). Das kréftig gelbe Filtrat
fluoreszierte jetzt im Uviollicht gelbgriin und schied bald eine
zitronengelbe Tribung ab. Es wurde nun auf eine 10-mm-Fran-
konitKL-Saule  gegossen, wo der Farbstoff sich festhielt (5 mm
hoch; Filtrat verworfen). .

Man rédumt die tiefgelbe Schicht ab, wascht sie in der Zentri-
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“fuge einmal mit Wasser, eluiert dreimal mit je 100 und fiinfmal
mit je 50 cm® 0,5 n-NH;. Die sehr-triibe, schmutziggelbe Losung
saugt man durch 5 mm festgestampfte Asbestwolle (Glas-Biichner-
Trichter ,,S55"), welche grau violette Stoffe zuriickhalt, und fallt
die klare, goldgelbe Lésung mit Eisessig. Der Niederschlag wurde
zentrifugiert, zweimal mit Wasser gewaschen und je sechsma mit
100 cm® bzw. mit 50 cm® 0,25n-HCl ausgezogen. Beim Ab-
stumpfen mit gesadttigtem Natriumacetat erhdlt man aus den
einzelnen Extrakten hell goldgelbe Falungen des rohen Xan-
thopterins, welche gemeinsam zentrifugiert und mit Wasser bis
zu Beginn der kolloidalen Auflésung gewaschen werden (1,3 g).

Mikro-chromatographie von Pterinen.

- Diese Methodik wurde von BECKER und SCHOPF ausgearbeitet,
unter Verwendung des S. 57 wiedergegebenen Mikro-adsorptions-
ronres (Abb. 21). Einschldgige Erfahrungen werden auch auf
anderen Gebieten verwertbar sein. Die Substanzmengen, mit
welchen man hier arbeitet, liegen in einer Grolzenordnung, hinunter
bis zu wenigen y. Die nachstehenden Vorschriften beziehen sich
zunéchst auf reine Pterinlésungen und behandeln dann Insekten-
rohextrakte (weitere Beispiele im Original).

Xanthopterin. Aus einer Lésung von Xanthopterin in 0,01proz.
methanolischer Salzsdure wird der Farbstoff auf Aluminiumoxyd -
as scharfe, gelbe Zone festgehalten. Die Probe gelingt auch dann,
wenn das Xanthopterin nur as geringfligige Komponente enes
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-
schrénkung des Lésungsmittels vermieden, so a3t sich auf Grand
der Hohe auch die Menge des Xanthopterins abschétzen. Er-
fassungsgrenze 1 . Der letztere Farbstoff ist neben Erythropte-
rin sehr gut nachweisbar, das von A1,0; kréftiger adsorbiert wird.
Aus der ersten und dritten Spalte von Tabelle 16 (S 142) ist
ersichtlich, dal anndhernde Proportionalitat zwischen der Xan-
thopterinmenge und der Scheibenhthe besteht. Eine Ent-
wicklung wurde hier nicht durchgefiihrt; Gesamtvolumen der
Lésung: je 5cm?’. '
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Tabelle 16. Anndhernde Bestimmung des Xanthopterinsim
Gemisch mit Erythropterin (Mikro-adsorptionsrohr,
Aluminiumoxyd).

5 cm® 0,01proz. methanolische Héhe der
Sans_agrg Ie_nthlelten : Xantr;grr])éeun- Aussehen des Chromatogramms
Xanthopterin * Erythropterin (min)
Q . U]
|
0 i 40 —_ Breite, orangerote Zone.
6 i 0 2 . Xanthopterinband (gelb)
10 0 4 im Quarzlicht gelbgriin.
0,4 40 0,2 Oben rot, darunter gelb (nur
| im Uviollicht erkennbar).
2 i 40 fast 1 . Dasselbe.
40 2 15 Uber dem Xanthopterin
. . orangerotes Erythropterin.
40 4 15 Dasselbe.

Aus walriger n/250-Salzsaure wird das Xanthopterin von
Aluminiumoxyd schwécher adsorbiert al's aus methylalkoholischem
HCI. Man erhélt bei Anwesenheit von 0,5—1yin 0,5—1 cm®breite
Adsorbate, die im Tageslicht unsichtbar sind, aber unter der
Quarzlampe hell gelbgriin aufleuchten. Ist die Pigmentmenge
etwas groRer, so fluoresziert fast die ganze Saule. Steht noch mehr
Rohfarbstoff zur Verfligung, so kann man ahnlich verfahren wie
KOSCHARA (4, 5) bei der Isolierung des Uropterins (Adsorption aus
Pufferlésung an Frankonit, waschen, mit Puffer eluieren usw.,
vgl. S 143).

Im Aluminiumoxyd wére eine Verwechslung mit Lactoflavin
moglich, doch unterscheidet hier die Fluorescenz des Adsorbates.
Lactoflavin: warmer, fast orangegelber Farbton, Xanthopterin: kalt-
gelblichgrine Nuance.

Erythropterin.  Zum mikrochemischen Nachweis dieses roten
Farbstoffes sind n/250-Salzsdure und Al,O3 geeignet, da nur aus
walriger Lésung eine scharfe Zone sich aushildet, welche mit der
erwdhnten Sdure als Ganzes abgetrennt werden kann. Farbe des
Adsorbats schdn orangerot, Ultraviolettfluorescenz samtbraun.
Erfassungsgrenze: 5  Erythropterin in 5 cm® Lésung; man
erhdlt dann eine weniger als 1mm hohe Schicht im Mikro-
adsorptionsrohr.
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Mikro-chromatographischer Nachweis von Pterinen in Insekten.

Nach BECKER und ScHOPF wird das Pigment zweima mit
0,5 n- und eventuell noch einmal mit 2 n-Ammoniak kalt ausge-
zogen. Man zentrifugiert die vereinigten Extrakte klar, dunstet
se Uber Atzkali und Schwefelsdure im Exsiccator ein und unter-
sucht den Rickstand.

Gonepteryx rhamni (Zitronenfalter). 20 Discoidalflecke von den
Fligeln von 5 Mannchen wurden mit dem Korkbohrer ausge-
stochen und wie oben behandelt. Man nimmt das Material mit
1 cm® n/250-walkriger Salzsiure auf, saugt es im Mikrorohr auf
A1,0;und wischt mit 0,75 cm® der Saure nach. Chromatogramm:;

3 grau (Verunreinigungen),
15 oran?erot Erythropterin (im Uviollicht braune Fluorescenz),
4 blos, im Uviollicht blau (Zersetzungsprodukt),

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

Beim Weibchen sah das Bild etwas anders aus.

Vespa crabro. Die Abdominal-integumente (25 mg) wurden
zweimal mit je 1 cm® 0,5n-NH; ausgezogen und der durch Ein-
dunsten gewonnene Riickstand mit 1 c¢cm® 0,01 proz. methanoli-
schem HCI verrieben. Man filtriert die vorsichtig abgehobene
Losung im STRZY ZOWSKI-Trichter durch Watte und chromato-
graphiert se auf A1,05: 5 mm unter der Oberflédche erschien eine
7-mm-Xanthopterinzone (gelb, im Quarzlicht hell gelbgriin fluores-
zierend). Wiederholt man die Behandlung des eingangs erwahnten
Riickstandes mit n/250-wélriger Salzsiure, so liefert dieser Auszug
das folgende Bild:

. grau (Verunreinigungen),
25 blaue Fluorescenz:  Zersetzungsprodukte des adsorbierten
Xanthopterins,
den Rest der Saule bedeckend: Xanthopterin, leuchtet hellgriin.
Weitere Beispiele im Original.

Isolierung von Uropterin aus Menschenharn.

Dieser gelbe Farbstoff, der dem Xanthopterin des Zitronen-.
falters (Gonepteryx 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 fir das Zusammenwirken von Fluores.
cenzbeobachtung und Adsorptionsanalyse.
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Anreicherung vor der .Chromatographie. Es wurden taglich 2001
Harnin 31 25proz. HCI aufgefangen. Zunachst hat man 10 Min. lang
mit 4 kg Bleicherde X X F verrihrt, abgehebert und das Sediment
abgesaugt, das (ohne Waschen) mit 10—151 20proz. wéalriger Pyridin-
losung eluiert wurde. Nach dem Einengen der Eluate aus 50001
Harn, im Vakuum, auf 601, wurden folgende Operationen vorge-
nommen: Fallung absaugen (Pur|nfrakt|0n — 12kg), je 509 dieser
trockenen Fraktion mit 500 cm®n-NaOH 1 Stunde schiitteln, Un-
geldstes abzentrifugieren und die Behandlung wiederholen. Alkalische
Lésung einlaufen lassen in 11 doppeltnormale kochende HCI; auf
60—70° halten, bis der tiefgeférbte, amorphe Niederschlag durch-
krystallisiert ist (2—3 Minuten). Nach dem Kiuhlen das braune
Krystallmehl (30 g Harnsdure) absaugen, das Filtrat (Xanthinbasen)
mit 170 g Bleicherde verrihren; abnutschon, die Bleicherde sdurefrei
waschen, mit 1,21 5proz. Pyr|d|n eluieren und das Eluat auf 0,41
einengen. Man versetzt mit 60 cm® konz. N H3 und 20 g NH,C1 (Ge-
samtvolumen 550 cm®), verriihrt mit 30 cm® 6proz. AgNOs-Ldsung,
zentrifugiert den Niederschlag (Xanthinbasen) ab und féllt die
Mutterlauge erneuert mit 240 cm® Silbernitrat. Die letztere Fallung,
die den Farbstoff enthalt, wird auf der Zentrifuge (ohne Waschen)
mit n-HCI verrihrt, wodurch der Farbstoff sich |6st. Man versetzt
die Lésung mit Bleicherde, wéascht die letztere séurefrei, eluiert sie
mit Pyridin, entfernt dasselbe |m Vakuum und nimmt die pyridin-
freie Farbstoff 16sung in 500 cm® Phosphatpuff er auf (pH 7.6).

Adsorptionsanalyse. 90 g Frankonit KL werden mit 250 cm®
Phosphatpuffer (py 7,6) verruhrt. Man gief3t den Schlamm auf
eine Nutsche (Durchmesser 12,3 cm), bei ganz schwachem Saugen
(zwischen Ansetzen des Schlammes und dem Aufgie3en: min-
destens 1 Stunde). Eswird sehr vorsichtig gesaugt und nach Aus-
bildung der Kolonne die L6sung des Farbstoffes in dem Phosphat-
puffer (500 cm®) aufgegossen. Man saugt anfangs mit einem Unter-
druck von 5cm Wassersaule, welcher allmahlich auf 30 cm ge
steigert wird. Spéter kann hoheres V akuum angeschlossen werden.
Nach dem Durchlaufen der Farbstofflésung wird mit 250 cm®
" Phosphatpuffer (py 7,6) und folgend mit 800 cm® sek. Natrium-
phosphat (*/1s-molar; py 8,3) gewaschen. Dadurch wird nur wenig
Begleitstoff entfernt, doch ist das intensive Waschen nétig, da
die Saule nur so zur Entwicklung vorbereitet wird. '

Man eluiert mit Boratpuffer (pH 9,2): nach zirka 300 cm®
Puffer erscheint im Filtrat der. erste Farbstoff. Die Abgrenzung
der Uropterinfraktion (im allgemeinen 200 cm®) von nachfolgenden
Farbstoffen ist schwierig. Sie ist gegeniber den letzteren stets
ausgezeichnet durch ihre groRere Leuchtkraft im Tageslicht und
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durch Stérke der Rotfluorescenz unter der Quarzlampe. Beim
Stehen Uber Nacht, in Eis krystallisieren gelbe Warzen (30 mg)
ein Saz mit einem Bestandteil der Bleicherde.

Es wird mit Laugo extrahiert, auf n-NH 3 gebracht und — ebenso
wie die Mutterlauge — aus ammoniakalischer Lésung mit AgNOs;
gefallt Silbersalz einmal mitn-NHs3, einmal mit Wasser waschen, mlt
10 cm® n-HCI zerlegen, zentrifugieren und filtrieren; AgCl mit 5 cm®
HCI nachwaschen. Man kihlt die salzsaure Lésung in Eis, stumpft sie
mit geséttigtem Natriumacetat ab und zentrifugiert die amorpheé
rotgelbe Fallung nach 1 Stunde. Dreimaliges Waschen mit 5cm
Elswasser Von dem amorphen Farbstoff (40 mg) wurden 7,5 mgin
10cm® n-NH; gelost, mit 10 cm® n-Essigsdure versetzt, gekocht,
filtriert. Im Filtrat erschienen rotgelbe Krystallkugeln und beim
Stehen eine griine Krystallhaut: zusammen 3,8 mg.

8. Anthocyane,
Die Chromatographie von Anthocyanen wurde bereits von
Tswert (9; 1, dort 8. 229) versucht, jedoch wieder aufgegeben,

o _ 1
(I] OH [ OCH,
NS | __.\
HO—=" " ¢ ¢ "\ _oH HO*/\ \' < " V—oH
<D <
(0. (G0 C—0 . (CyHy0y)
NN AN
CH
(CeH,,05) . O (CyH,0p) . O
Cyaniuchlorld. Paeonianchlorid.

weil diese Farbstoffe in Benzin, Schwefelkohlenstoff usw. unlda-
Koh sind. Die nenesten Arbeiten von KARRER und Strowa (1)
bzw. von KarpErR und WEBER

haben dann an zwei Beispielen ge- o d
zeigt, daB man diese Schwierig- (]) OH
keit umgehen kann. HO—_/\/}, /.__m\

KarrER und STRONG (1) neh- Do H'_\__qs;; /'“OH
men die Bearbeitung in waBriger . | c—on |
Lgsung vor, auf einer Aluminium- \( N7 OH

. . . CH

oxyd-Kolonne, die mit Leitungs- OH
wasser nach RUgoLl und JENSEN Delphinidinchlorid,

{1) schwach aktiviert ist. Es sei

bemerkt, daf auch ein homogenes Anthoeysn in rote, blaue,
eventuell blaugriine Zonen zerfallen kann, da das basisch wir-

' Zechmeiater-Cholnoky, Adsorptionamethode. 10
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kende Adsorptionsmittel einen Teil des Oxoniumsalzes umsetzt,
unter Bildung von Carbinolbase und Phenolbetain. Das Auf-
teilen der Saule fihrt dann nicht zu verschiedenen Pigment-
arten.

Aus der Untersuchung von KARRER und WEBER folgt, dal3 der
Farbstoff der schwarzen Malve, das sog. , Althaein", uneinheitlich
ist, namlich ein Gemisch von Monoglucosiden des Delphinidin-
3',5'-dimethylathers (Syringidin), des Delphinidin-3'-monomethyl-
athers und des Delphinidins. Das erstgenannte Glucosid erwies
sich mit dem Weinfarbstoff Oenin als identisch. Die chromato-
graphisch gewonnenen Fraktionen wurden (ber die Pikrate weiter
gereinigt.

a) Trennung von Cyanin- und Paeoninchlorid. Bekanntlich ist
Paeonin ein Methylather des Cyanins und zeigt erheblich geringere
Adsorbierbarkeit as der Farbstoff mit drei freien Hydroxylen.
Ein aus der rotblihenden Paeonie bereitetes rohes Paeoninchlorid
wurde auf nachstehendem Wege von etwas begleitendem Cyanin -
chlorid befreit und so in ausgezeichnetem Reinheitsgrad erhalten.
Die Farbe des von den genannten Forschern gewonnenen End-
produktes schlagt in verdiinntem Alkohol auf Zusatz von Ferri-
chlorid nicht inViolett um; diese Reaktion der, bisher ohne Chro-
matographie bereiteten Paeoninpréparate ist aso auf beigemischtes
Cyanin zurtickzufihren.

Die Lésung von 15 g Rohpaeonin in 200 cm® warmem Wasser
wurde auf aktiviertem A1,0; adsorbiert und mit Wasser ent-
wickelt. Oben: purpurfarbige Scheibe, darunter: hellblau; ein
betréchtlicher Farbstoffanteil (Paeoninchlorid) ging durch die
Saule, als man mit Wasser nachwusch, was bis zur Farblosigkeit
des Filtratsfortzusetzen 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 nachgewascheh, wieder in Wasser
gelost und nochmals chromatographiert;” das Bild war das be-
schriebene. Die bei dem Konzentrieren des Eluates der obersten
Zone erhaltene Farbstoff-Fallung wurde - 10—15 Sekunden mit
20 cm® 0,5 n-HCI aufgekocht, wobei Lésung eintrat. Nach rascher
Filtration erschienen bei 0° Krystalle, die aber noch etwas methoxyl -
haltig waren und deshalb zum dritten Male chromatographiert
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wurden. Dieschliefilich gewonnenen Krystalle (110 mg) gingen beim
Erwarmen mit 0,5 n-Salzsdure nur zum Kleineren Teil in Lésung;
der Rest wurde mit 10 cm® Wasser aufgekocht und das Filtrat
mit 0,6 cm® konz. Salzsiure versetzt. Im Eisschrank krystalli-
sierten 76 mg reines, methoxylfreies Cyaninchlorid aus.

Zur lsolierung des Paeoninchlorids wurden die wahrend des
ersten und zweiten Adsorptionsversuches durch die Kolonne ge-
laufenen Filtrate gemeinsam im Vakuum bei 30° auf 20 cm® ein-
geengt. Man filtriert den entstandenen krystallisierten Nieder-
schlag ab und scheidet ihn aus 50 cm® 0,5 n-Salzséure unter kurzem
Aufkochen um. Nach dem Waschen mit Wasser, Aceton und
Ather wird das Préparat an der Luft getrocknet. Feine, rote
Nadeln, Ausbeute 0,55 g.

b) Aufteilung des ,Althaeins". Eine wélrige Losung von 2 g
Althaeinchlorid wurde durch 80 cm wasserhaltigen Gips gesaugt.
Eine Pigmentfraktion blieb oben héngen, die andere lief beim
Nachspilen durch. Die letztere Lésung wurde im Vakuum bei
30° stark eingeengt (Fraktion I).

Der fixierte Farbstoff an teil konnte mit sehr verdunnter,
warmer Salzséure eluiert werden. Nach dem Abstumpfen des
Séureliberschusses und Konzentrieren im Vakuum wurde noch-
mals auf Gips chromatographiert. Nun erfolgte eine Scheidung in
zwei deutlich verschiedenfarbige Zonen, die im héchsten Bezirk
der Sdule unmittelbar aufeinander folgten (oben: 11, darunter:
I'I'l.Fraktion). In das Filtrat gelangte jetzt nichts. Elution wie
angegeben; die Eluate werden im Vakuum bei 30° stark kon-
zentriert.

Die drei so gewonnenen Farbstofflésungen wurden mit waRriger
Pikrinsdure gefdlt und die Pikrate mehrmals aus kochendem
Wasser umkrystallisiert. Sie gaben beim Ldsen in 2proz. metha-
nolischer Salzsiure und Fallen mit Ather krystallisierte Antho-
cyanchloride zurlck.

Fraktion | erwies sich as das analysenreine Monoghicosid eines
Delphinidin-dimethyléthers und wurde mit Oenin identifiziert
(11,5% OCHj3). Sie lost sich im Wasser mit roter Farbe und gibt
keinen Farbumschlag mit Ferrichlorid.

Die Fraktionen Il und | I | waren noch nicht ganz einheitlich,
se scheinen ein Monoglucosid des Delphinidin-3'-methyléathers zu
sein, mit einer Beimengung von Delphinidin-glucosid, wodurch die

0%
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Methoxyl zahl herabgedriickt wird (gefunden 5—6% OCHj3). Ferri-
chloridprobe positiv.

Anhang. Kurze Angabo Uber die Trennung von Flavanon-Ab-
kémmlingen: FUJISE und NAGASAKI.

Weinfarbstoffe. Nachweis von Verféschungen.

Die nachfolgend referierte Arbeit von MOHLER und HAM-
MERLE (1,2) zeigt deutlich, daf3 der Chromatographie auch auf
dem Gebiet der Nahrungs- und Genufmittel mannigfaltige "An-
wendungen bevorstehen.

Die Versuche wurden in den Apparaten Abb. 13, S. 53, auf
Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN) ausgefiihrt. Man stellt vorher
den Wein durch Zusatz von abs. Alkohol
) auf einen 50proz. Spritgehalt ein (z. B.

heles Whinvot (one 40 cm®* Wein + 35 cm® Alkohol). Die
Vi etwus dinkieres W22 oy 16 \ird vor dem Versuch mit 50proz.
"W grénlichblever Saum(Zme ) A |kohol unter Saugen durchtrankt; die
: Entwicklung geschieht mit demselben
Losungsmittel (20 cm®).  Ein unver-
félschter Rotwein lieferte dasin Abb. 27
wiedergegebene Chromatogramm, dessen. Zone 3 durch die
alkalische Wirkung des Adsorbens hervorgerufen wurde; das
Filtrat zeigte auflerst schwache Blaufarbung. Die Zonen 1 und 2
wurden gemeinsam, mit Hilfe einer 2proz. Weinsaureldsung in
50proz. Alkohol funfmal eluiert und der colorimetrischen sowie
der spektrophotometrischen Messung unterzogen.

Der Nachwels von zugesetztem Teerfarbstoff (Bordeauxrot) ge-
lingt in einem analog geleiteten Versuch, wobei das fremde Pigment
durch die Séaule geht und im Filtrat quantitativ bestimmt werden
kann. Eine besondere Voraussetzung hierfiir ist der richtige
Gesamtsauregehalt des Weines (berechnet as ,Weinsaure"),
welcher entsprechend einzustellen ist. Betragt z. B. die Konzen-
tration des zugesetzten Bordeauxrots 0,025°/qy, so darf die Wein-
saure-Konzentration nicht unter 5°/y liegen, da sonst auch der
Teerfarbstoff mit adsorbiert wird und eine Lage unterhalb der
natUrlichen Pigmente einnimmt. Auch von der Gerbsaure wird
das Verhalten beeinflut (Tabelle 17, S. 149).

In einem Falle konnte der Zusatz von WeiRwein zum Rotwein,

i
Abh, 27, Chromatogratni
eluca Rotweines,
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‘welcher mit Hilfe eines Teerfarbstoffes liberdeckt war, chromato-
graphisch erwiesen werden, namlich durch die abnormal niedrigen
Farbstarken der Zonen 1 und 2, nachdem das Kunstprodukt in
das Filtrat gegangen ist.

Tabelle 17. Chromatographisches Verhalten von Bordeaux-
rot in 50 proz. alkoholischer Ldsung, in Gegenwart von
Weinsaure und Tannin.

. Gehalt der Ldsung an
G — Ergebnis
Weinsdure °/oo | Tannin °/oo | Farbstoff °/oo
5 0 0,025 Keine Adsorption.
5 1 0,025 Nur Tannin wird fixiert.
Farbstoff und Tannin groR-
5 2,5 0,025 tenteils adsorbiert; nur der
18 : i 88%2 erstero mit 50proz. Alkohol
' eluierbar. .
l Farbstoff und Tannin adsor-
10 4 0,050 biert; Farbstoff mit 50proz.
I Alkohol kaum eluierbar.

9. Sonstige natirliche Farbstoffe.
(Indirubin und Indigo s. S. 187)

Pilzfar bstoffe.

Aus dem echten Reizker (Wacholder-Milchling, Lactarius de-
liciosus) hat wiLLSTAEDT (6, 7) auf chromatographischem Wege
zwei Pigmentkomponenten gewonnen. Der Hauptfarbstoff ist
das Lactaro-violin C;sH.40; ferner wurde ein flissiger Kohlen-
wasserstoff, namlich ein blaues Azulen CisHig herausgearbeitet,
das, im Wege einer Al,03-Chromatographie, auch aus Kamillendl
(inPetrolather) 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 gepreft.
Wiederholung mit 11 Alkohol. Man gieRt die Ldsung durch
Faltenfilter, versetzt sie mit % Vol. Ather + Wasser und |&Rt
dierote Atherldsung mit*/,oVol. alkoholischem Natron tiber Nacht
stehen, wobei eine farblose, flockig-krystallinische Masse erscheint.
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Man dekantiert die Atherlosung, wéascht sie alkalifrei, trocknet,
dampft ab und nimmt den Rickstand mit Petroldther auf. Die
filtrierte Losung wird dann auf Aluminiumoxyd (standardisiert,
nach BROCKMANN) aufgeteilt (entwickeln mit Benzol + Petrol-
dther 1:5). Oben: schmal, grinlichgrau, darunter der rote Haupt-
farbstoff, aus welchem beim Entwickeln eine rein blaue Kom-
ponente nach unten wandert. Man eluiert die Hauptzone mit
Petroldther + Methanol und chromatographiert nochmals. Wird
das mit Wasser gewaschene, rotviolette zweite Eluat stark ein-
geengt, so krystallisiert im Eisschrank das Lactaro-violin aus.
Umkrystallisieren aus Petroléther + etwas Benzol.  Stébe,
Schmelzp. 53°.

Azulene. Die zweimal mit Sprit extrahierten Pilzschnitzel
(S. 149) werden mit Aceton Ubergossen (Blauférbung), nach
1 Tag abgeprefdt und nochmals mit Aceton ausgezogen. Man ent-
mischt die tiefblaue Ldsung mit Benzin und Wasser, schiittelt die
untere Phase nochmals mit Benzin und waéscht die blauen Benzin-
auszlige acetonfrei. Die getrocknete Losung wurde in der Alu-
miniumoxyd-S&ule verarbeitet:

DIUnnq Ringe: violett, braungelb, schwarz, purpur (Lactaro-violin),
olivgrin,

breit, hellblau: ,Azulen| | "

breit, intensiv blau: Lactar-azulen (Hauptfraktion),

orange, geht leicht in das Filtrat.

Man eluiert die Hauptfraktion mit Petroldther + Holzgeist,
wascht den Alkohol weg, verjagt den Petroldther im Stickstoff-
strom und destilliert das Lactar-azulen C;5H1g in gutem Vakuum.
Siedep. (25—3 mm) 155—160°. Gibt in Alkohol mit 1,3,5-Trinitro-
benzol tief schwarze Nadeln (Additionsprodukt): 4,5 g, aus 30 kg
frischem Pilz.

Beispiel. Das aus Cyclopentano-cycloheptanon mit Mg + Brom-
enzol erhaltene Gemisch wurdemit S dehydriert (170—240°, 100 mm,
/4 Stunden) und der destillierbare Teil zweima chromatographiert
(Petroléther, A1,05). Braune Begleiter blieben hangen; das rein blaue
Filtrat enthielt AZen und farblose Kohlenwasserstoffe.

Ferner lassen sich die bei der Schwefel- oder Selen-Dehydrierung
aus Sesquiterpenen entstehenden Rohazulene chroma.tograph|sch
reinigen (PFAU und PLATTNER).
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Har zfar bstoffe.

Aus indischem Palmdrachenblut (Sanguis draconis), einem
pflanzlichen Exkret, das bei der Lackfabrikation verwendet wird,
haben BROCKMANN und HAASE den tiefroten Hauptfarbstoff
Dracorubin Cy9H140; folgend gewonnen.

1 kg feinpulvriges Material (Merck) wurde in 250-g-Portionen
mit 15 | Benzol ausgekocht und nach dem Erkalten filtriert (Rick-
stand 90 g). Das Filtrat blieb nach Zusatz von 10 g Pikrinsdure
Uber Nacht stehen. Man saugt das braune Pikrat ab, kocht es
grindlich mit Benzol aus, schiittelt es zweimal je 1 Stunde mit
Benzol auf der Maschine, nutscht und trocknet an der Luft. Die
Niederschlage aus 1 kg Harz wurden in'/, 1 Methanol suspendiert,
am Wasserbad erwéarmt und mit 40 g KOH in 100 cm® Wasser
versetzt. Nach kurzem Erwédrmen saugt man das freigelegte, rohe
Dracorubin ab, wascht es mit Wasser gut aus, suspendiert es noch-
mals in Wasser und trocknet im Vakuum Uber CaCl,. Ausbeute
36 g, Schmelzp. 287°.

Zur Reinigung wurde in Chloroform, auf standardisiertem
A1,0; chromatographiert. Die unterste, schmale, braune Zone des
mehrschichtigen Chromatogramms wurde mit Chloroform heraus-
gewaschen und darauf das Dracorubin aus der leuchtend roten
Hauptschicht mit methanolhaltigern Chloroform eluiert. Man
dampft ab, 10st den Rest in Benzol. + Methanol 9 : 1 und engt
die Flussigkeit bis zur Krystallbildung ein. Aus Benzol um-
krystallisiert: granatrote Prismen, Schmelzp. 315°; chromato-
graphisch einheitlich.

Gleichzeitig mit BROCKMANN und HAASE hat sich auch HESSE
mit dem Drachenblutpigment beschéftigt. Zu seiner nachstehend
referierten Untersuchung sei vermerkt, dal3 dort der Hauptfarb-
stoff as ,Dracocarmin” (CzH0s) und ein Nebenfarbstoff als
,,Dracorubin”" (CygH»4,0;) bezeichnet wird.

580 g Harzpulver (Fa. Caesar und Loretz) wurden im Extraktor
mit Ather erschopft und die Losung mit 1 Raumteil Petroléather
gefallt. Man lost den dunkelroten Niederschlag in 500 cm® Amyl-
alkohol und schittelt die Flissigkeit abwechselnd mit n-Soda
und mit Wasser, bis ihr nichts mehr entzogen wird. Beim nach-
herigen Schutteln mit 2 n-HCI schldgt die tiefrote Farbe in
Braun um. Man engt die amylalkoholische Ldsung im Vakuum
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auf 200 cm® ein und fallt die Farbstoff-Chlorhydrate mit Ather
(hellbraun, 15g). Die letzteren werden in 200 cm® Chloroform
aufgenommen und mit 2 n-Soda durchgeschittelt (Farbe wieder
tiefrot). Man filtriert von einem geringen Niederschlag,
trocknet und chromatographiert auf A1,0; (nach BROCKMANN,
35 X 4,5cm):

Oben: (braun),
ganz dunkel rot, _
rot, enthalt den Hauptfarbstoff ,Dractcarmin”,

gjel brot),

rosa),
unten: (braun).

Die drei untersten Bezirke lassen sich mit Chloroform in das
Filtrat treiben; man wechselt die Vorlage und wascht die breite
DracOcarmin-Zone durch die Saule; dieser Pigmentanteil krystalli-
siert sofort, wenn man den Abdampf riickstand der Chloroform-
I6sung mit wenig Chloroform oder Alkohol aufkocht. Glitzernde
Krystalle, Schmelzp. 293°; Krystall-Chloroform bzw.-alkohol an-
wesend. Die Verbindung bildet ein orangegelbes Chlorhydrat.

Das weitere Entwickeln mit Chloroform andert am Chromato-
gramm nichts Wesentliches, wascht man es aber mit Chloro-
form + Alkohol (1: 1), so |6st sich eine tiefrote Scheibe von dem
dunklen Bezirk ab und wandert in das Filtrat: ,Dracorubin®
(sehr schwer [6slich, wird aus Alkohol krystallisiert, besser iber
das Chlorhydrat gereinigt). In der Saule bleiben sechs verschieden
geférbte Zonen zuriick, die diffus ineinander flieffen und teilweise
krystallisierbaren Farbstoff enthalten.

Viertes Kapitel.

Anwendungen auf kunstliche Farbstoffe.

Teerfarbstoffe verschiedener Art haben RuGGLI und JENSEN
(1, 2; vgl. auch JENSEN) untersucht. Die theoretischen Ergebnisse
dieser Arbeit wurden schon S. 33 besprochen.

a) Adsorptionsverhalten einiger basischer Farbstoffe, in wal-
riger LOsung, auf aktiviertem Aluminiumoxyd:
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Starkste Ads.  Viktoriablau B,
Methylenblau D, Patentphosphin G, .
Krystallviolett 5BO, Fuchsin G, Safranin OO,
Brillantgrin, Malachitgrin,
schwéchgte Ads. Auramin O.

Diese 9 Farbstoffe wurden in den mdglichen 36 Zweierkom-
binationen untersucht, von denen in 32 Fallen scharfe Trennung
sich erzielen lieR3. Ungiinstig fiel die Probe nur bei den folgenden
4 Paaren aus. Auramin + Malachitgrin, Brillantgrin + Malachit-
grun, Patentphosphin + Methylenblau und Fuchsin G + Safranin.

In manchen Fallen gelingt auch die Trennung von Dreier-
gemischen (farbige Abbildungen im Original), z.B.:

Oben: schwarzblau: Viktoriablau . -
violettblau: Methylenblau } scharfe,  dinne Zonen,
unten: gelb, ausgebreitet, wegwaschbar: Auramin O.

Ersetzt man das Methylenblau mit Fuchsin, so entsteht ein ana-
loges Saulenbild.

b) Bei einer Anzahl von Séurefarbstoffen ergab sich die folgende
Reihe (die Pfeile zeigen die Kupplungsrichtung an):

Stiarkste Ads. |Tuchechtsehwarz B (1-Naphtylamin-§-sulfoséiure -»
' a-Naphtylamin — Phenyl-peri-Saure) und
Tuchechtblau B (Anilin — Cleve.Siiure — Phenyl-
peri-Siure),
{betr. Adsorbierbarkeit mit dem Vorangehenden
fast identiseh),
Helvetiablau {Triphenylrosanilin-trisulfostiure} und
Orange II {Sulfanilséure — f-Naphtol),
Naphtolgelb 8 {7-Sulfosiure des Martiusgelb),
lEriogla.ucin supre (saurer Triphenylmethan-Farb-
stoff) und
schwiichste Ads. lelenrot B (sulfoniertes Rhodamin).

C) Subgantive Farbstoffe. Mono- und Disazofarbstoffe.

Diaminrosa FFB (Dehydro-thiotoluidin—> |-Chlor-8-naphtol-3,6.
disulfosdure): dinne violette Zone, violett und schwach violett, die
letzteren gut auswaschbar (, Filtrate")?.

L Als ,Filtrate" werden schwach fixierte, leicht auswaschbare
Komponenten bezeichnet, und zwar, auch dann, wenn sie voriber-
gehend eine gut definierte Farbschicht bilden.- Charakteristisch ist
das rasche Abwarts wandern solcher Bestandteile.
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Erika G extra (Dehydro-thioxylidin—> G-Séure): breit hellrot, dann
blaues, karminrotes,, violettes , Filtrat", mit weif¥en Zwischenrdumen.

Erika B (Dehydro-thioxylidin—>e-Séure): schmutzig-gelbe Zone,
dann Filtrate: violett, rosa, rosa (Formeln S. 36).

Als Beispiel fur die Chromatographie eines bekannten Handels-
farbstoffes sei das Kongorot technisch angefiihrt. Nach RUGGLI
und JENSEN (1) liefert es in Pyridin ein zusammengedrangteres
Bild, in Wasser eine mehr auseinander gezogene Schichtung. Die
Zonenfolge war stets die gleiche:

100 cm® der 2proz. Losung wurden allmahlich in die Al,Os-Séule

eingefiihrt und mit 151 Wasser entwickelt.
Oben: a) schmal, rotviolctt,

b) rosafarbig, breit,
c) stark rot, Hauptzone,
unten:

breit, gelborange.

Nach dem Zerschneiden wurden die Anteile mit kochendem
Wasser eluiert und verdampft. Die Isolierung erfolgte teils direkt,
teils durch Aufféarben auf mercerisierte Baumwolle, Abziehen mit
kochendem Wasser, Eindampfen und Umkrystallisieren aus
Methanol. Die Operationen wurden nach Bedarf wiederholt und
variiert. Die Zone a gab wenig dunkelrotes Pulver, das auf mer-
cerisierter Baumwolle eine kréftige braunlichrote Farbung zeigt;
b liefert ein dunkelrotes Pulver, Ausfarbung rot, sdureempfindlich;
ausc: dreimal umkrystallisiert, rotes Pulver (Hauptmenge), Aus-
farbung starkes, reines Rot, saureempfindlich; d: etwas orange-
rotes Pulver, auf Baumwolle gelborange, bestdndig gegen ver-
dinnte Essigsdure; wird mit 5proz. HCI nur rot violett.

Das Kongorot rein (dreimal aus Wasser + Alkohol umkrystalli-
siert, salzfrei) war chromatographisch einheitlich. Nach Zusatz
von Salz (2g NaCl zu Y5 g Farbstoff in 100 cm® Wasser) bildete
das meiste gleichfalls eine wandernde Schicht, die etwas mehr
as sonst zusammengedrangt war. Oben verblieb nur eine dinne
Zone.

Benzopurpurin 4 B (Tolidin —> 2 Mole Naphtionséure) war ad-
sorptiv einheitlicher als Kongorot.

Benzoazurin @ (Dianisidin -» 2 Mole 1-Naphtol-4-sulfosiure):

Oben: g;lllllll:lill}:,la‘:)lreit } Ausfirbung wie das Handelsprodukt,
graublaves Filirat, liefert violette™ Firbung, biigelechter
ala daa Handelsprodukt,
unten: rotes Filtrat, gibt braunviolette Ausférbung.
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Die Verschiebung der Nuance nach Rot ist vielleicht auf Poly-
dispersitadt zuruckzufiuhren, da der gleiche Effekt auch durch
Blgeln der Ausfarbung, Erhitzen der Losung oder Zusatz von
Alkohol erzielt werden kann.

Direkthimmelblau griinlich (= Diaminreinblau; Dianisidin — >
2Mole I-Amino-8-naphtol-2,4-disiilfoséure). 100 cm®  2proz.
Ldsung in der Al,03-Séaule (21 X 6,5cm), mit 1,51 Wasser
entwickelt:

Oben: blaugrin, nach unten schwécher, grinstichig-blaue Aus-

farbung,

kraftig violettes Filtrat, Ausfarbimg blauviolett, bugel-
unecht,

unten: kréaftig blaues Filtrat (Hauptmenge), auf Baumwolle
tiefblau.

Bei den folgenden Trisazo- und Teirakisazo-Farbstoffen zeigten
sich verwickeitere Chromatogramme (Reihenfolge der Zonen von oben
nach unten):

D ianilschwarz PR (m -Phenylendiamin <— - Séure <—Benzidin -mono -
sulfosdure—  -Sdure—>m-Phenylendiamin): schwarz, blauschwarz,
~weil3, schmutzig-hellgelbes Filtrat, weil3, fleischfarbig, dann gelber
Ring (beide leicht auswaschbar).

Cupranilbraun B: schokoladebraun, anschlieRend gelbbraun, weil3,
rotgelbes Filtrat, weil3, violett, gelb, weil3, hell gelbbraun, leicht
auswaschbar.

Hessisch Braun 2 BN (Sulfanilsuro—>Resorcin<—Benzidin—>Re-
sorcin<— Sulfanilséure): gelbbraun, violett, weil3, rotgelb, gelbes, dann
violettes Filtrat.

Direktbraun J (m-Aminobenzoesdure —> m-Phenylendiamin <— m-
Phenylendiamin—> m-Phenylendiamin <— m-Aminobenzoesaure): tief-
braun, gelbbraun, schwachbraun, rotbraunes Filtrat, weil3, rotgelbes
Filtrat, schwach gelb, kanariengelb, weil3, braungelbes Filtrat.

Gemische der obigen Farbstoffee.  Wie schon S. 33 erwahnt,
gelingt die Trennung im allgemeinen gut, wenn die Anzahl der
Azogruppen verschieden ist (z. B. Kongorot + Diaminrosa FFB),
hingegen versagt die Methode bei sehr dhnlichen Komponenten,
wie ErikaB + Erika G extra, oder Kongorot + Benzopurpurin.
Direkthimmelblau grinlich bleibt im Chromatogramm hoher
hangen als Direktblau 2 B (Strukturformeln auf S. 36).

Da die Adsorption von Direktblau 2 B an Baumwolle bekannt-

lich stark vom Salzzusatz abhéngt, haben RUGGLI und JENSEN (1)
untersucht, ob etwa auch das Chromatogramm sich umkehrt,



156 Farblose und schwachgeférbte Substanzen.

wenn z. B. eine 8proz. NaCl-L&sung statt Wasser verwendet wird.
Dies war jedoch nicht der Fall, man sah lediglich ein Zusammen-
drangen der Hauptzonen, bis zur Untrennbarkeit.

Finftes Kapitel.

AnwendUngen auf farblose und schwachgeférbte
Substanzen.

. 1. Verschiedene aliphatische und hydroaromatische
Verbindungen.

a) Reinigung des Hentriakontans CyHeq VOn Spuren des Dipal -
mitylketons CysHz;-CO-CisHsy (WINTERSTEIN und STEIN 1).

Im unverseifbaren Anteil von zahlreichen Pflanzenextrakten
kommen diese Stoffe gemeinsam vor und kdnnen sonst nur auf
umsténdlichem Wege geschieden werden. Dagegen gelingt die
Trennung leicht im chromatographischen Versuch. Man sieht
auch hier, da der Reinheitsgrad von Substanzen, die auf Grund
anderer Methoden bereits als ,,chemisch rein" bezeichnet werden,
unter Umstanden noch erhéht werden kann.

300 mg Hentriakontan (Schmelzpunkt und Elementarzu-
sammensetzung richtig) wurden in 100 cm® Benzin gelst und durch
eine Saule (6 X 1 cm) von Aluminiumoxyd + Fasertonerde (5:1)
sickern lassen. Nach waschen mit 200 cm® Benzin. Der Kohlen-
wasserstoff ging durch das Adsorbens, das dann mit methanol-
haltigem Petroléather einige Zeit stehen gelassen und mit Petrol-
ather + Methanol nachgewaschen wurde. Der Trockenriickstand
des Eluats bestand aus 2 mg Dipalmitylketon; der Schmelzpunkt
des regenerierten Hentriakontans war deutlich schérfer as der-
jenige des Ausgangsproduktes.

b) Trennung von Geraniol C;oH;7OH und Limonen CoH 15
(WINTERSTEIN und STEIN 1).

Das Gemisch von je 4g wurde in 700 cm® Benzin (Siedep. 70°)
geldst und auf aktiviertem Aluminiumoxyd chromatographiert
(12 X 55 cm). Entwickeln mit 300 cm® Benzin. Den adsorbierten
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Anteil eluiert man mit methanolhaltigem Petrolather (Siedep. 30
bis 50°). Sowohl das Filtrat als auch das Eluat wurden unter An-
wendung einer WIDM ER-Spiral e auf dem Wasserbad méglichst vom
Benzin befreit, das restliche Lésungsmittel vorsichtig bis auf etwa
100° abgetrieben und der Rickstand, ohne einen Vorlauf abzu-
trennen, Uberdestilliert. Aus dem Filtrat liel3 sich auf diesem Wege
Limonen gewinnen, aus dem Eluat Geraniol.

Die Trennung von Cineol CioH150 und Dipente?i CioHie gelingt
nach demselben Verfahren.

¢) Trennung von Oleanol C,9H4;OH und Oleanylen C,gH 46
(WINTERSTEIN und STEIN 1).

Die Scheidung dieser Vertreter der Sapogeninreihe 148t sich
durch fraktionierte Krystallisation nur in zeitraubender Weise und
unter grofRen Verlusten durchfiihren.

Das Decarboxylierungsprodukt der Oleanolsdure wurde in
Benzin geldst, von unverdnderter Saure abgetrennt und durch
dreimaliges Waschen mit geséttigter Barytlésung entsduert. Man
~saugt die getrocknete Losung durch Aluminiumoxyd (aktiviert;
14 x 4,5 cm) und wascht mit zirka 400 cm® Benzin nach. Das
Filtrat lieferte nach dem Eindampfen und Umkrystallisieren (aus
Aceton) 2,5g Oleanylen. — Das adsorbierte Oleanol wurde mit
Ather + Methanol aus der Saule eluiert und sein Abdampfriick-
stand gleichfalls aus Aceton krystallisiert. Ausbeute 2,5g,
Schmelzp,212—216°.

d) Die Reinigung des rohen Sarsa-sapogenins

gelingt nach ASKEW, FARMER und KON am besten, wenn eine
4—5proz. Benzolldsung durch die Aluminiumoxyd-Saule (aktiviert,
Merck) gesaugt wird. Verunreinigungen blieben im Adsorbens
zurliick. Der Vakuum-abdampfruckstand des Filtrates wird aus
Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 197—198°; [a], = —75°.

e) Untersuchung des unverseifbaren Restes von 6len und Fetten.

Zur Bearbeitung derartiger. Gemische ist die selektive Ad-
sorption oft angewandt worden, namentlich aus Benzin- oder
Benzin-Benzol-Ldsung. Einschlagige Arbeiten findet man auf dem
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Gebiete des Lipochroms (S. 105, 116, vgl. ZECHMEISTER und
TUZSON 4, 8, s. auch die Darstellung von E- Vitamin-Konzentrat
aus Weizenkeim6l S. 185). In zahlreichen Féallen wirden groRe
Sterinmengen stdren; man entfernt sie vor der Chromatographie
durch Ausfrieren oder nach einem anderen Verfahren, wenn auch
weitaus nicht quantitativ. Der Rest des Sterins wird dann meist
in den oberen S&ulen teilen festgehalten.

Nachdem THORBJARNARSON und DRUMMOND auf diesem Wege
Squalen CsoHso aus Olivendl herausgearbeitet haben, wurde von
THORBJARNARSON, RUIZ und DRUMMOND der un verseif bare Rick-
stand einiger mariner Ole Chromatograph iert (Haifischleberél,
Heringsol, Rattenfischdl aus Chimaera monstrosa; vgl. auch
DRUMMOND, RUIZ und THORBJARNARSON). Unter den angewandten
Bedingungen gehen gesdttigte und ungesattigte Kohlenwasser-
stoffe, namentlich das Squalen, leicht durch die Saule, ebenso
auch Carotin. Dagegen bleiben gesattigte Alkohole meist ganz
oben hangen, wahrend gewisse ungeséttigte tiefer vordringen;
besonders ist dies in Anwesenheit von viel Squalen der Fall
Sterine und Polyenalkohole belegen einen verhéltnismaRig gut
ausgepragten Bezirk, z.B. an der Grenze des oberen Saulendrittels.

Beispiel: Der unverseifbare Rest eines gronléandischen Haifisch-
leberdles (Steringehalt 25%) wurde durch Abkihlen der Methanol-
I6sung (sowie der eingeengten Mutterlaugen) auf 0° von Cholesterin
und Batylalkohol C,;H4,05 befreit und die so vorgereinigte Sub-
stanz (6% des Rohdles) in wenig Petrolather (Siedep. 40—60°)
auf A1,03; (Merck) gegossen; entwickeln mit demselben Solvent:

Oben: 1.Zone, Gewicht 1,79 g, Jodzahl 77,0 (blalgelb, dickflissig),

2. N 2,054, »r 72,3 (gelb, dickflissig),
3. ., " 2,95, . 75,9 (halbfest, dunkel-
braun), .
4. " 2,184, » 825 (gelbliches, dickes QOl)
unten: im Filtrat, 174 g, » 1525 (dunn, kaum geféarbt).

Die ziemlich gut erkennbaren Zonen lief3en sich mit Methanol
* Ather eluieren. Durch Umscheiden aus Methanol isolierte man
aus Zone 1 etwas Batylalkohol und aus 2 ein wenig Sterin, doch
bestand der Hauptanteil des adsorbierten Materials aus dem un-
geséattigten Selachylalkohol C,;H4003. Nachdem né@mlich alle feste
Substanz mit Hilfe von Methanol, wie erwahnt, entfernt wurde,
ergab die katalytische Hydrierung des Restes quantitativ Batyl-



alkohol. — Die hohe Jodzahl des Filtrates deutet auf Squalen, und
tatséchlich konnte das Chlorhydrat dessdlben durch Behandlung
mit HCI in trockenem Aceton erhalten werden (typische Krystalle,
Schmelzp. 112—114°).

Man sieht, dal} die Chromatographie des unverseifbaren Restes
von Fetten noch verbesserungsbediirftig ist, namentlich in bezug
auf den préparativen Ertrag.

f) Die Trennung von Zuckerarten

ist noch kaum bearbeitet. Aus einer Mitteilung von HAYASHI folgt,
daR z. B. die Scheidung von Rohr- und Traubenzucker auf Blut-
kohle in alkoholischer Losung méglich ware.

g) Acetylcellulose.

Die nachstehend referierte Arbeit von MARK und SaITo er-
6ffnet den Weg zur Untersuchung und Aufteilung von hoch-
polymeren Substanzen in der Adsorptionskolonne. Als erstes Bei-
spiel wurde technisches Celluloseacetat (Cellit) gepriift. Es zeigte
sich, dafl? derartige Stoffe in Komponenten zerfallen, welche durch
abweichende Viskositaten gekennzeichnet sind. Da der Acetyl-
gehalt nicht variiert, erfolgte die Fraktionierung hauptsachlich
nach den verschiedenen Kettenlangen der Polymerhomologen.

Auf ein Glasrohr (42 X 3 cm) wurde eine Kappe aus Messing-
drahtnetz angepal’t, Glaswolle und Asbest eingelegt und as Fll-
masse dreimal 10 g Blutkohle (Kahlbaum) verwendet; zwischen
je zwei Portionen des Adsorbens befanden sich runde Leinwand-
stiicke. Man behandelt die Saule mit PreRluft (zirka 1 Atm.),
gieft 300 cm® acetonische 0,5proz. Cellitldsung ein und setzt wieder
die PreBluft an. (Die Adsorption des Acetons ist mit einer fiihl-
baren Warmeentwicklung verbunden; wurde die Kohle vorher mit
dem Losungsmittel befeuchtet, so verlauft das Durchsickern zwar
gleichmafiiger, doch wird die adsorbierte Cellitmenge zu gering.)
Man entwickelt so lange mit Aceton, bis keine Acetylcellulose mehr
in das Filtrat geht, dessen Abdampfriickstand dann getrocknet
wird.

Die drei abgeteilten Bezirke der Kolonne werden fir sich ge-
trocknet und mit je 50 cm® Dioxan (CH,),O, eluiert (Schiitteln,
eintégiges Stehen). Die schwierige Filtration lie sich durch
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. ein 15 cm breites Glasrohr ausfiihren, das mit Glaswolle, Asbest
und 7 g Starke fest gestopft war. Man dampft die Eluate bei 60°
ein und 4Rt den Rest im Vakuumexsiccator tber P,0s und Blut-
kohle stehen. Nun ist das Material fir die Viskositdtsmessung
bereit.

Tabelle 18 zeigt, dafd hier in der Tat eine Fraktionierung ge-
lungen ist: niedriger viskose Anteile werden im oberen Drittel der
Flllmasse festgehalten, wahrend die hochst viskose- Komponente
in das Filtrat geht.

Tabelle 18. Aufteilung von Cellit und relative Viskositat
der Fraktionen, in O0,lproz. Acetonlésung (fir Aceton

C = 1,122).
Cellit ,L 700" Cellit ,L 1000
(r = 1,090) (r = 1163)

Enthélt Prozent Enthélt Prozent
des Ausgangs- | Viskositat | des Ausgangs- | Viskositat

stoffcs Stoffes
Oberste Zone . . . .| 30—35 ' 1049 | 30—35 | 1101
Mittlere Zone . . . . 30—35 |, 1,065 25—35 | 1135
Unterste Zone . . . 20—25 ;. 1,067 20—30 1,138
Eiltrat ..... . . . . 510 | 1,09. 10—-15 1198

2. Einfachere Benzolderivate.
a) Das Verhdten eniger Phenole im Ultra-chromatogramm.
Nach GRASSMANN und LANG zeigen in methanolischer L&sung
z. B. die folgenden Phenole fluoreszierende, einheitliche Ultra -
chromatogramme:
Phenol oder Brenzcatechin: auf A1,03; oder MgO schwach violett.
Resorcin: auf Al,03; oder MgO hell blauviolett.

Gallussauro: auf A1,0; oder MgO tief violett.
Phloroglucin: auf A1,05 gelb (braunstichig), auf MgO gelb.

Chromatographie nach Zusatz von FeCl;z: S. 70.

b) Trennung von o-, m- und p-Nitranilin sowie der Nitrophenole
(KARRER und NIELSEN).
Je 0,15 g wurden gemeinsam in Petrolather gelést, auf Calcium -
hydroxyd gegossen und mit Petrolather zum Chromatogramm ent-
wickelt:
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Oben: hellgelb, enthélt p-Nitranilin,

gelb: m-Nitranilin,

unten: dunkelgelb bis braunlich: o-Nitfanilin.

Die Isolierung geschah durch Eluieren mit methanolhaltigem
Benzol, Eindampfen und erneuerte Adsorptionsanalyse des Rlick-
standes.

Ahnlich lassen sich auch die drei Nitrophenole trennen (Benzol,
Aluminiumoxyd- oder Calciumcarbonat-Saule), wenn der Ver-
such wiederholt wird. Die von oben nach unten gdtende
Reihenfolge ist auch hier: p-, m-, o-Verbindung.

€) 3,5-Dimethyl-6-nitroaiiilin aus 3,5-Dimethyl-anilin
(KARBER und STRONG 2).

Die Lésung von 83g 3,5-Dimethyl-anilin in 45 cm?® konz.
Schwefelsdure wurde zwischen 0° und 5° mit 6,64g HNO;
(d= 14) +7 cm® konz. H,SO, nitriert. Beim AufgieRBen auf Eis:
orangegelbe Fallung. M an macht die Suspenson mit sarkem K OH
alkalisch und extrahiert den gelben Niederschlag mit Ather. Der
letztere wird gewaschen, mit Pottasche getrocknet, filtriert und
verdampft. Man zieht den 6ligen Rest mit 2 x 400 cm® siedendem
Petrolather aus.

Der Extrakt wurde auf Calciumhydroxyd Chromatographiert
und so lange mit Petrolather nachentwickelt, bis der grofite Teil
der farbigen Verbindungen durch die Saule ging; nur im obersten
Bezirk verblieb eine schmale, gebe Schicht. Der Abdampfrick-
stand des Filtrates wurde mehrmals mit je 100 cm® Petroléther
erschopft, wecher filtriert und engeengt, beim Abkuhlen 3,5-
Dimethyl-6-nitroanilin abschied. Ausbeute 4,89. Gelbe Nadeln,
Schmelzp. etwa 45° (vielleicht noch nicht ganz rein).

d) Schiffsche Base aus 3,5-Dimethyl-6-nitroanilin und 1-Arabinose
(KARRER und STRONG 2).

16 g Zucker, 4gNitrokor per und 200 cm?® abs. M ethanol wurden
in der Druckflasohe 6 Stunden auf 105—115° erhitzt (Aufldsen).
Man liel} stehen, filtrierte diedabei auskrystallisierte, unveranderte
Arabinose ab und chromatographierte das Filtrat auf Aluminium-
oxyd; Nachwaschen mit abs. Alkohol. Unveréandertes Nitroanilin
lief durch-die Kolonne, welche eine ausgebreitete gelbe. Schicht

Zcchmeifter-Cholnoky, Adsor ptlonsmethode. 11
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zurickhielt. DieletzterelieBsichmitviel heillem 80proz.Methanol
eluieren. Nach dem Einengen im Vakuum schiet die SCHIFF-
sche Base hervor und wird aus Alkohol umkrystallisiert. Aus-

NO, bfeute 19, Schmelzp. 165
bis 166°.
CH / \—N.. CH{CHOH),CH,0H
L e) Schiffsche Base aus 4,5-
7 Dimethyl-2 -nitroanilin und
(,Hs 1-Arabinose.
Schiffschie Base ans 3,3-Dimethyl-6-nitroanilin Im Verlaufe von synthe—

tnd 1-Arahincee. A . .
tischen Flavinarbeiten haben

KUHN,REINEMUND, WEYGAND und STROBELE Pentosen mit einem
Nitroxylidin (I,2-Dimethyl-4-nitro-5-aminobenzol) kondensiert.
0,59 1-Arabinose und 2,2 gNitroxylidin wurden mit 30 cm?® abs.
Alkohol 6 Stunden auf 110—120° erhitzt. Die erkaltete, orange-
rote Lésung saugte man durch eine A1,0s-Saule (Merck) und

entwickelte mit  wasser-
CH,— /\—N'-(JH(CHOH),(‘H,OH freiem Alkohol nach. Das
CH,—| ‘—-NO, im UberschuR angewandte

N Nitroxylidin ging leicht in

Schiffsele Base aus 4,6-Dimethyl-2-nitroanliin das Filtrat und kry stalli-
und 1-Arabinose. . . .

sierte  aus. Die breite,

orangefarbige Scheibe des Kondensationsproduktes wurde mit
80proz. Methanol eluiert, das Eluat auf Y5 eingeengt und das
Ausgefallene aus Wasser umkrystallisiert. Ertrag 0,58 g, Schmelzp.
166°, orangegelbe Prismen. Hier konnten die unveranderten Aus-
gangsmaterialien nach einmaliger Chromatographie quantitativ
zurickgewonnen und von neuem verwendet werden.

f) [,2-Dimethyl-4-nitro-5-amino-benzol-d-glucosid.

Die Isolierung dieses durch Umglucosidierung entstehenden
Nitroxylidin-Glucosids gelingt nach KUHN und DANSI folgend:
135 g p-Toluidin-glucosid und 4 g |,2-Dimethyl-4-nitro-5-amino-
benzol wurden in 150 cm® abs. Alkohol 8 Stunden am RiickfluR
gekocht und die orangerote L 6sung auf eine A1,0s-Séule gegossen.
Man eluiert die obere, orangerote Zone mit Pyridin-Methanol-
Wasser, verdampft im Vakuum und krystallisiert den Rest aus
Alkohol. Ertrag 0,15 g, Schmelzp. 213° (Zersstzung).
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g) Bestimmung des Adrenalins im Blut (WHITEHORN).

7—10 cm® frisches Blut werden ohne Verzug in 10 Vol. 3proz.
Trichloressigsdure gegossen. Man laBt 15 Minuten bis einige
Stunden stehen, filtriert oder zentrifugiert und saugt das Klare
durcheine Saule von reiner Kieselséaure (Acidumsilicic.; RohrmaRe
20 X 2 cm), welche vorher mit 50proz. Schwefelséure 1/, Stunde
ausgekocht und 10—12mal mit Wasser dekantiert wurde. Die
Kolonne wird zun&dchst mit Wasser gewaschen, dann mit 1—3 cm?®
Natriumbisulfit (5 g wasserfreies Salz in 50 cm® Wasser), bis das
Abtropfende neutral oder alkalisch auf Bromthymolblau reagiert.
AndererseitswirddasFiltrat vonder Trichloressigsauref &llung (ent-
sprechend 5 cm® Blut) mit n-NaOH auf ungeféahre Neutralitéat ein-
gestellt (Bromthymolblau) und mit 1 cm® Pufferlésung versetzt
(17,49 Dikalium- und 6,8g Monokaliumphosphat in 100 cm?®
Wasser). Man saugt diese, vorher filtrierte Flussigkeit durch das
Rohr (3 Tropfen/Sek.) und entwickelt dreimal mit je 8 cm? frisch
aufgekochtem und abgekiihltem dest. Wasser. Unter den ange-
gebenen Bedingungen wird das Adrenalin (Epinephrin) adsorbiert,
wahrend Glutathion und andere nicht basische oder zu schwach
basische Stoffe in das Filtrat gelangen. Man eluiert das Adrenalin
mit 5 cm®*?3 n-H,S0, und bestimmt seine Menge nach der (iblichen
Methodik.

3. Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe mit
kondensierten Kernen und verwandte Substanzen.

A. Die Reinigung sowie die Scheidung von Vertretern dieser
Kdrperklasse, welche dem Steinkohlen teer entstammt, sei auf
Grund der Angaben von WINTERSTEIN und SCHON (2, 3), von
WINTERSTEIN, SCHON und VETTER, von WINTERSTEIN und VETTER
sowie von WINTERSTEIN, SCHON und VETTER beschrieben. Be-
treffend Zusammenhang zwischen Adsorptionsaffinitat und Struk-
tur sowie Konstitutionsformeln vgl. S.29—33. Zuné&chst sieht
man aus dem nachfolgenden Versuchsmaterial, dafd selbst reinste
Handel sprodukte im Quarzlicht-chromatogramm Begleiter ver-
raten konnen.

Reinigung des Anthracens. a) 6g Anthracen Riedel ,fir
wissenschaftliche Zwecke" wurden aus Benzin an eine aktive
Aluminiumoxyd-Séule (25 X 6 cm) adsorbiert. Beim Entwickeln

11*
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mit Benzin bildeten sich im obersten Bezirk einige schmutzig-
braune Zonen, die keine Krystalle liefern. Im Quarzlicht sah man
weiter unten einen schmalen, hellblau fluoreszierenden, tiefer
einen gelben und unten einen blau fluoreszierenden, breiten Bezirk.
Bei langerem Waschen ging das Anthracen groftenteilsins Filtrat,
dessen erste Anteile paraffindhnliche Substanzen enthielten. Beim
Einengen krystallisiert das Anthracen. Die oberste Zone wurde
mit Ather eluiert, der Trockenrtickstand des letzteren im Vakuum
(0,5 mm) bei 150—170° sublimiert und die Substanz aus Benzol
unter Zusatz von Benzin umgeschieden. Farblose Bléattchen:
350 mg Carbazol =5,8% des Ausgangsmaterials.

Das erhaltene Anthracen zeigt intensiv blaue

NS Fluorescenz, die schon durch einen Zusatz von
[ ! l\j Yooo% Naphtacen geléscht wird.

A b) 10g Anthracen ,,Kahlbaum" wurden, wie
\N beschrieben, adsorbiert. Beim Entwickeln gingen
Carbazol. 69 in das Filtrat. Der Rohrinhalt wurde mit

Benzin + Methanol eluiert, das Methanol weg-
gewaschen und die getrocknete Benzinldsung nochmals auf A1,0;
gegossen. Beim Entwickeln passierten 3 g reines Anthracen die
Saule. Der wie angegeben eluierte und verarbeitete Rohrinhalt
wurde nochmals ‘adsorbiert (Saule 8 x 4 cm). Nach dem Ent-
wickeln mit viel Benzin zeigt die Quarzlampe im obersten Teil
zwei aulerst schmale, hellgelbe Zonen an (unbekannt), darunter
einen hellblau fluoreszierenden Bezirk, aus welchem, nach der
Elution mit Ather, schwach-gelbe Krystalle gewonnen wurden.
Sublimieren im Vakuum und Umkrystallisieren aus Benzol
lieferten 5mg (0,05%) reines Carbazol (glanzende, hellblau
fluoreszierende Blattchen). Dicht unter dem Carbazol befand sich
eine schmale, gelb aufleuchtende Naphtacen- Scheibe und darunter
eine dunkelblau fluoreszierende, aus der sich etwas Anthrachinon
isolieren lief3.

Uber die Gewinnung des Naphtacens aus einer technischen
Anthracen6l-Fraktion vgl. das Original. — Trennung von Anthracen
und Phenanthren: ARDASCHEW.

Reinigung des Chrysens (Formel auf S. 29), Isolierung von
1,2-Benzcarbazol. 5 g reinstes Handelsprodukt, in 600 cm® Ben-
zin + Benzol (10: 1) gel6st, wurden an A1,0; (14 X 4,5 cm) ad-
sorbiert. Beim Entwickeln mit 500 cm® Benzin entsteht oben eine
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1 cm breite, hellblau fluoreszierende Zone, darunter eine schmale,
die gelb aufleuchtet, wahrend die unterste Scheibe sowie das
Filtrat stark blau fluoreszieren. Die oberste Zone wird mit Ather
eluiert; krystaUisiert man dessen Abdampfrickstand aus Hexan
und Eisessig um, so erscheint 1,2-Benzcarbazol (Ausbeute 15 mg =
= 0,3%). Die zweite Zone enthélt Naphtacen, die unterste liefert
vollkommen farbloses Chrysen, welches trotz scheinbarer Homo-
genitdt Spuren von Schwefel enthélt. Bei der Wiederholung der
Chromatographie hat sich die Schwefelverbindung in den ersten
75% des Filtrates angereichert und nur die letzte Fraktion (0,5 g)
war vollstandig S-frei. Man bemerkt die auRerordentliche Ahn-
lichkeit der Adsorptionsaffinitaten von Chrysen und des schwefel-
haltigen Kdorpers.

Auf prinzipiell dhnlichem Wege wurde aus Pyren ,rein" 0,1%
Brasan isoliert (2,3,5,6-Dibenzo-cumaron), das von Naphtacen
und 2,3-(1,2'-Naphto)-anthracen begleitet wird (Formeln auf

—— / \
(\ /\ /\/
\/\/ \/\
Brasan. 1,2-Benzcarbazol.

S. 29). Esempfiehlt sich hier, Uber die Al,03-Schicht eine schmale
Lage eines Aluminiumoxyd-Carboraffin-Gemisches zu geben, das
Verunreinigungen besser zuriickhélt.

Die chromatographische Reinigung von Roh-Picen nimmt einen
komplizierten Verlauf und fihrt zu keinem zufriedenstellenden
Ergebnis.

Aus kéauflichem Acridin werden nach WAGNEB- JAUREGG, beim
Filtrieren der Benzollésung durch Al,03, Verunreinigungen ent-
fernt und in der Saule zuriickgehalten, welche das Acridin passiert.
Das Rohprodukt fluoreszierte fahlblau, die reine Substanz gelb.

Wahrend das Vorstehende sich auf Handelsprodukte bezieht,
folgen nun (nach WINTERSTEIN und Mitarbeitern) einige Bei-
spiele, aus welchen die Leistungsfahigkeit des befolgten Verfahrens
bei der Aufteilung von kinstlichen Gemischen hervorgehen soll.

Trennung von Naphtalin und Anthracen. Eine petrolé&therische
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Loésung (200 cm®) von 50 mg Anthracen + 150 mg Naphtalin
wurde an 150 g aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert und mit
500 cm® Petrolather entwickelt. Das Anthracen befindet sich in
der oberen Saulenhélfte und wird mit Ather eluiert, der beim Ver-
dampfen den reinen Kohlenwasserstoff hinterlalt. Der Trocken-
rickstand des Filtrates besteht aus reinem Naph talin.

Trennung von Anthracen und Chrysen (Formel auf S.29). Eine
Benzinlésung, je 50 mg enthaltend, wurde, wie beschrieben, ad-
sorbiert und mit Benzin so lange entwickelt, bis ein Teil der Sub-
stanz in das Filtrat Ubergegangen war. Im Rohre bildeten sich
zwei Zonen aus, von welchen die obere (bei Quarzlicht-bestrahlung
dunkelblau leuchtend) fast reines Chrysen enthielt. In den ersten
Anteilen des Filtrates lag reines Anthracen vor.

Die Scheidung von Anthracen und Pyren gelang nicht.

Trennung von Phenanthren und Pyren (Formel auf S.29).
Verfédhrt man wie beschrieben und féngt das Filtrat in vier An-
teilen auf, so enthdlt die letzte Portion fast reines Pyren.

Die Trennung des Chrysens von Pyren (Formeln: S. 29) oder
von 12-Benzpyren gelang auf &hnlichem Wege.

Trennung von Perylen und 1,2-Benzpyren (Formeln: S. 32).
Nach der Entwicklung beobachtet man im Uviollicht ein breites,
gelb leuchtendes Band, darunter eine hellblau fluoreszierende Zone
(*/s der ersteren). Der Rohrinhalt wurde in funf Teile geteilt: der
unterste liefert reines 1,2-Benzpyren; die ibrigen gaben Gemische,
und zwar Uberwog Perylen in den oberen, Benzpyren in den tiefer-
hegenden Bezirken.

I'm Hinblick auf die von COOK, HEWKTT und HIEGER entdeckte,
von SCHURCH und WINTERSTEIN ndher studierte krebserregende
Wirhing des 1,2-Benzpyrens (wirdauch ,,3,4-Benzpyren" genannt)
soll hier die kunstliche Darstellung dieses Kohlenwasserstoffes
(Formel: S.32) beschrieben werden, da die chromatographisch
gelungene Reinigung fir das Studium maligner Tumoren von
Wichtigkeit ist.

509 4'-Keto-1',2',3',4'-tetrahydro-1,2-benzpyren (dargestellt,
ebenfalls unter Zuhilfenahme der Chromatographie, von WINTER-
STEIN, VETTER und SCHON) + 30 g Selen wurden 12 Stunden auf
320—340° erhitzt. Man gieRt die fllissige Masse in eine grol3e Reib-
schale, pulverisiert sie nach dem Erkalten fein und kocht das
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Material mit 11 Benzol aus. Der bis zu 500 cm® eingeengte Extrakt
wird in einer 15 cm hohen Al,03-Schicht adsorbiert, auf welche
man eine 5-cm-Lage von Aluminiumoxyd + Carboraffin (2:1)
gibt. Entwicklung mit Benzin + Benzol (5:1). Das 1,2-Benz-
pyren ging rasch in das Filtrat Uber. Es wurde so lange nach-
gewaschen, bis aus der Kohleschicht eine griine und eine braune
Zone ausgetreten waren. Beim Einengen des

Filtrates auf ein kleines Volumen und Zusatz _
von Petroléather fiel reines 1,2-Benzpyren aus. CH (\‘/
Gelbgriine Nadelchen, Schmelzp. 177° (korr.). 2
Ausbeute 22 g = 47% der Theorie. CH, | l !

B. Im AnschluR an das soeben gegebene Ver- (l.H't- i :
suchsmaterial, das sich vorwiegend auf Teer- \/\/\/
bestandteile bezieht, folgen nun zwei Beispiele CcoO
tiber die Chromatographie von Substanzen, — 4'-Keto-1’.23"4"

. tetruhydro-1,2-benz-
welche durch Dehydrierung von Naturstoffen pyren.
erhéltlich sind.

a) Reinigung enes aus Cholesterin gewonnenen Kohlenwasser-
stoffes CigHis (y-Methyl-cyclopenteno-phenanthren) nach DIELS
und RICKERT. Das aus Cholesteryl-chlorid mit Hilfe von Selen
dargestellte, aus Alkohol prachtig krystallisierende Produkt erwies
sich, trotz des schonen Aussehens, in der Aluminiumoxyd-Saule als
uneinheitlich und liel? sowohl feste als auch élige Beimengungen
entfernen. Merkwurdigerweise wurde hierdurch der Schmelzpunkt
nicht fuhlbar abgeéndert.

Als Apparat diente die Vorrichtung von WINTERSTEIN und
STEIN (1; S. 51), mit einem am Vorstol3 angebrachten Sperrhahn,
als Losungs- und Waschmittel Petrolather (Siedep. 70—80°).
Etwa 3 g vorgereinigte Substanz, gelost in 95 cm® (bei 15—20°),
wurden unter schwachem Saugen langsam auf die durch Ein-
schlammen mit Petrolather bereitete Saule getropft (20 X 2 cm).
Ein gelber, 6lhaltiger Ring wanderte langsam nach unten und war
am Ende des Versuches 8—10 cm tief vorgedrungen. Nach dem
Austreten der Lésung aus dem Tropf trichter wird mit 3—4 cm®
mehr Petrol&ther, als bei Raumtemperatur zum Aufldsen des Aus-
gangspréparates erforderlich sind, entwickelt. Man sperrt dann
den Hahn und wechselt rasch die Saugflasche.

Sobald die Ldsung des Kohlenwasserstoffes in die Vorlage zu
tropfen beginnt (Schlierenbildung und blaue Fluorescenz des
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Filtrates im Quarzlicht!), fangt man 10 Tropfen gesondert auf

und erneuert wieder die Vorlage, in die nun das Hauptprodukt

fliet. Der Versuch ist beendet, sobald die Entwicklungsflissigkeit

aus dem Tropftrichter ausgetreten ist und bei gleichgehaltenem

Vakuum nichts mehr in die Vorlage gelangt. Durch Eindampfen

der stark fluoreszierenden Lésung auf dem Wasser bade (schlie3-

lich im Vakuum) und Wiederholen der Ad-

CH, sorptionsanalyse in einem kleineren MaRstab

(|JH (wobei. nur mehr wenig Gelbes haften blieb

PAVAN und hoéchstens 2 cm nach unten wanderte),

t  CH, wirdl,99 -Methyl-cyclopenteno-phenanthren

gewonnen. WeilBe, hellblau fluoreszierende
/N CHz Biattchen, Schmelzp. 124—125°.

| ] Nach Beendigung des Reinigungsverfahrens

RN AN 4 zeigt die Quarzlampe an der Stelle des 6lhal-
v-Mehyl-cydoperntcno-  tigen gelben Ringes stark hellgriine Fluorescenz
phenanthren. und, von diesem Bezirk abwarts, das bis zum

unteren Rohrende sich verstérkende blaue Leuch-
ten des Hauptproduktes. Auf Grund dieser Beobachtung liel3en sich
zwei krystallisierto Begleiter (Kohlenwasserstoffe) gewinnen.

b) Bei der Selen-dehydrierung der Chinovasidure (Aglykon des
Chinarinden-bitterstoffes Chinovin) und besonders der Brenz-
chinovasdure haben WIELAND, HARTMANN und DIETRICH die voll-
kommene Reinigung der gebildeten Kohlenwasserstoffe CpH,
und C,sH,o nur auf chromatographischem Wege erreichen kénnen,
namlich durch Filtrieren der Benzolldsung (150 mg in 25 cm?®) durch
aktiviertes Aluminiumoxyd (15 X 1 cm). Der ubergegangene
Kohlenwasserstoff C,sH,o wurde dann nach folgender Vorschrift
in ein Chinon verwandelt. Die Suspension von 0,25¢ in 50 cm® sta-
bilem Eisessig wird mit 0,2g CrO; 3 Stunden am RuckfluRR ge-
kocht. Von geringfligigen ungeldsten Resten saugt man heif3 ab
und fallt das Oxydationsprodukt mit Wasser. Nach zweimaligem
Zentrifugieren wird das ziegelrote Chinon genutscht, grindlich ge-
waschen und auf Ton getrocknet. Krystallisier-ansatze verliefen
zunachst negativ, erst die Reinigung durch Adsorption brachte
einen Erfolg:

200 mg Rohchinon in 120 cm® Benzol lieferten bei der Auf-
teilung auf aktivem A1,0; (15 cm hoch) ein farbloses Filtrat,
welches alsbald unveranderten Kohlenwasserstoff abschied; aus
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der Entwicklungsfliissigkeit (150—200 cm® Benzol) gewinnt man
noch etwas davon (Schmelzp. 295°). In der Séule blieb eine 4 cm
hohe, rote Chinon-Schicht hédngen. Sie wurde mit Benzol extra-
hiert, aus welchem beim léngeren Stehen harte, gldnzende, rote
Blattchen hervorschossen. Man krystallisiert se aus Benzol und
dann aus Pyridin um. Schmelzp. 252—255° (unscharf, Zer-
setzung). .

4. Pflanzliche und tierische Gifte mit sterinartigem
Gerust.

Pflanzliche Herzgifte.

Jungst haben TSCHESCHE und BOHLE aus kauflichen Sro-
phanthus-Sdiimen  (wahrscheinlich 8. Preussii und 8. Barteri) den
in Chloroform l6slichen Anteil der herzwirksamen Glucoside mit
Hilfe der Adsorptionsmethodik zum Krystallisieren gebracht.
Das Préparat erwies sich mit dem Sarmentocymarin CszoHgeOs
von JACOBS und HEIDELBERGER as identisch.

5 kg gemahlene Samen wurden im Soxhlet mit Petrol&ther
entfettet, an der Luft getrocknet und mit Methanol ausgezogen.
Man dampft am Wasserbade ab, nimmt mit Wasser auf, &athert
die Losung aus und schittelt die walrige Schicht 10mal mit
je 300 cm® Chloroform. Der Abdampfriickstand des Chloroforms
(hellbraunes Ol 17 g) wird im Exsiccator getrocknet und in
170 cm® Chloroform gelést. Man fiigt 1 Vol. Benzol zu und
gielt die Flussigkeit auf Al,0; (nach BROCKMANN). Die Saule
ist so lange mit Chloroform  Benzol (1:1) +nachzuwaschen,
bis das Filtrat farblos ablauft. Nun wird das letztere verdampft
und sein Ruckstand mit Methanol aufgenommen. Die (ber -
Nacht ausgeschiedenen K ry stalle lassen sich aus Methanol, hierauf
aus wéalrigem Aethylalkohol umscheiden und schmelzen dann
bei 136—137°.

Das aus Sarmmtogenin C,3H3,0s, einem weiteren Genin des
Strophanthus von TSCHESCHE und BOHLE bereitete gesattigte
Lacton erwies sich as identisch mit dem bekannten Lacton
aus Digitoxigenin  Cy3H360,. Der Schmelzpunkt des letzteren
wird durch fraktionierte Adsorption an Aluminiumoxyd bis zu
188—189° erhoht.
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Krotengift.

Die Isolierung des Hauptgiftes der einheimischen Kréte (Bufo
vulgaris), des Bufotalins C,eH360s, konnte von WIELAND, HESSE
und HUTTEL auf chromatographischem Wege einfacher und mit
weit besserem Ertrag erreicht werden als nach alteren Verfahren.

CH --CH
CH
L | NeH—0—C=0
¢O0  CH, CH,CH
| NILSON
o OH, ¢ CH,
AN | |

CH,\C}}; ¢ N /(|3 . CH,

7 |

éH, ¢ cH ~ OH

buor  bu CH,

\C H,/ \C ,/

Bufotalin (wahrscheinlicheFormel).

Das Gift von rund 33000 Tieren wurde durch Ausdriicken der
Parotiden mit Pinzetten gewonnen und das in Watte aufgesaugte
Sekret (netto 439 g), nach dem Trocknen Uber P,Os, in drei An-
teilen verarbeitet. Man hat das Material im Soxhlet innerhalb
4—5 Tagen mit alkoholfreiem Chloroform erschopft, die Extrakte
im Vakuum stark eingeengt und durch Schitteln mit n-Soda ent-
sauert (meist Fallung). Nun wird die Chloroformlésung (samt
entstandenem Niederschlag) in viel Petrolather eingerihrt und die
krimelige, gut getrocknete Fallung aus Aceton, auf Aluminium-
oxyd (nach BROCKMANN) chromatographiert. Schon eine einzige
Adsorption fuhrt zu der fast quantitativen Trennung von Bufo-
talin und von Nebengiften, wéahrend eine weitere Aufteilung der
letzteren auf diesem Wege nicht méglich war. Beispiel:

Die mit Petrolather wie beschrieben erzielte trockene Fallung
wog 35 g; siewurdein 10 Teilen Aceton geldst, filtriert und auf die
Séule gegossen (16 X 7 cm). Ein natirlicher gelber Farbstoff,
der ebenso festgehalten wird wie das Bufotalin, diente als Ad-
sorptions-indicator. Man entwickelt so lange mit Chloroform, bis
fast das gesamte gelbe Pigment durchgewaschen ist und zerteilt
dann die Saule auf Grund ihres Aussehens, der Uviollicht-Fluores-
cenzsowiederLIEBERMANN-Reaktion (linksDickeninMillimeter):
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10 1. Zor}e, braun, fluoresziert blau, Farbreaktion schwach (ver-
worfen).

90 I'|. Zone, Rarblos, fluoresziert griin, LIEBERMANN-Reaktion
rosa-blau-blaugrin.

40 I'11. Zone, enthielt das obere Ende des fast ganz durchgewaschenen
gelben Farbstoffes. K eine Fluorescenz. LTEBERMANN-Reak-

_ tion derjenigen des Bufotalins sehr dhnlich.

20 1V. LIEBERMANN-Reaktion des reinen Bufotalins: rot-violett-
blau-griin.

Ausder | | . Zonewurden, nach der Elution mitwarmem Chloro-
form + Methanol (1: 1), 3,2 g Nebengiftgemisch auskrystallisiert
(Schmelzp. 210°); auch I I I . enthalt im wesentlichen noch Neben-
gifte (2,2 g), wahrend die V. Zone 3,2 g Bufotalin liefert (Schmelz-
punkt 147°). Aus dem gelben Filtrat wurde die grofite Menge des
krystallinischen Hauptgiftes isoliert, ndmlich 5,4 g Bufotalin vom
Schmelzp. (148°) 222° und 0,6 g, Schmelzp. 146°.

Aus der ganzen Sekretmenge lief3en sich in einem Arbeitsgang
27,4 g Bufotalin und 15,3 g Nebengif tgemisch fassen.

Zur raschen Reinigung von Bufotalin-Praparaten ist eben-
falls die Chromatographie geeignet: Bufotalin (Schmelzp. 145°)
kann durch einmalige Adsorption aus Aceton und Nachentwickeln
mit Chloroform in ein Préparat mit dem Schmelzp. (148°) 222°
Ubergefiihrt werden; Ausbeuten: 85% reine Substanz und 10%
Nebengifte.

Die nicht mehr krystallisierenden Mutterlaugen der Genine
wurden vereinigt und eintrocknen gelassen, worauf man die zdhe
Schmiere mit Chloroform aufnimmt, mit Sodadsung und Wasser
schiittelt, mit viel Petrolather fallt und den Niederschlag wie oben
chromatographiert. Rohertrdge: 8,1g Bufotalin und 13,59 Neben-
gif tgemisch. Die beschriebenen Operationen konnen noch Ofters
wiederholt werden, alerdings sinken die Ausbeuten rasch. (Eine
Behandlung mit Petroléther ist unndtig.)

Auch die Gewinnung des Cinobufagins CysH3,Og aus einer
chinesischen Droge (,Ch'an Su"), welche aus dem Parotissekret
der chinesischen Krote (Bufo gargarizans) erzeugt wird, gelingt
nach TSCHESCHE und OFFE (1, 2) am besten chromatographisch.

Man extrahiert das Material im Soxhlet-Apparat mit Chloro-
form, bis das Losungsmittel farblos ablauft, dampft den Extrakt
auf dem Wasserbad bis zu einem dicken Ol ein und versetzt das
letztere mit Benzol, solange kein Niederschlag entsteht. Giefdt
~ man nun die Lésung auf eine Aluminiumoxyd-Séaule (nach BROCK-
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MANN), SO zeigen sich 3—4 gelbe Scheiben im oberen Viertel der
Fillmasse, welche langsam nach unten wandern. In der Gegend
des ersten Ringes befand sich der Hauptanteil des Bufagins. Man
arbeitet mit derselben Saule weiter, bis eine dunkle Zone fast das
untere Ende des Rohres erreicht hatte, dampft dann das gold-
gelbe Filtrat zur Trockne, rihrt den Rest mit wenig Essigester
an, reibt oder impft. Die erhaltenen Krystalle werden wiederholt
aus Alkohol umgeldst. Endertrag 15g Cinobufagin, aus 2,5 kg
Droge, Schmelzp. 223°. Man kann den letzterwahnten Trocken-
rickstand auch direkt acetylieren.

Reinigung der Desacetyl-hexahydro-cinobufagonsaure: TSCIIESCU K-

und OFFE (2).
Angaben Uber Adsorptions- und Elutionsverhéltnisse eines Schlan-

gengiftes : TSUCHIYA.
5. Alkaloide.

Auf diesem Gebiete erdffnen sich mannigfache Verwendungs-
moglichkeiten fur das TswETTSche Verfahren, welche noch bei
weitem nicht ausgenutzt sind. Man wird in zahlreichen Féllen
entweder die Alkaloidsalze in wasserhaltigem bzw. waRrigem
Medium untersuchen kénnen oder aber die Basen selbst, in wasser-
freien Losungsmitteln. Fur den letzteren Fall ist die Fillung des
Rohres mit einem sauren Adsorbens naheliegend, jedoch nicht
unbedingt erforderlich.

Cﬁinin und Cinchonin.

KARRER und NIELSEN ist die Trennung von Chinin und Cin-
chonin in einer Floridin-XXF-S&ule gelungen. Man |8st je 100 mg
Base in Chloroform + Benzol (1:1) und chromatographiert in
einer Uviolglasrohre, wobei mit Chloroform + Benzol (jetzt
4:1) entwickelt wird. Im Lichte der Quarzlampe sah man drei
Schichten fluoreszieren: oben: hell-lila, dann: silberglénzend,
unten: braun. Die oberste Zone gab an siedenden Alkohol eine
Substanz ab, die bei 208° schmolz, die mittlere eine solche mit
dem Schmelzp. 50°, der unterste, dunklere Bezirk gar nichts. Die
erstere Fraktion zerfiel bei erneuerter Chromatographie in .drei
Scheiben, von welchen die oberstereines Cinchonin (Schmelzp. 254°)
liefert, wahrend das zweite Praparat ein Chromatogramm ergab,
aus dessen mittlerem Anteil reines .Chinin gewonnen wurde
(Schmelzp.: wasserhaltig 56°, wasserfrei 177°).



Alkaloide. | 173

Mutterkornalkaloide.

Es bedeutet einen groRen Fortschritt, da es der Chemischen
Fabrik vorm. Sandoz gelungen ist, die Trennung, Zerlegung und
Reindarstellung von sehr empfindlichen Alkaloiden des Mutter-
korns (Claviceps purpurea) durchzufiihren. Es handelt sich hier
um Ergotamin Csz3H3s0sNs, Ergotaminin Ca3HzsOsNg, ferner um
Ergotinin C3sH390eNs und sein Isomeres Ergotoxin  CasH3zgOsNs.

Von der Adsorptionssdule werden nicht etwa die schwerer
l6slichen, physiologisch wenig wirksamen Alkaloide Ergotaminin
bzw. Ergotinin zurlickgehalten, sondern die viel leichter 16slichen
Tréger der Mutterkorn Wirkung, ndmlich Ergotamin und Ergotoxin.
Ferner gelang nicht nur die Zerlegung von ballastfreien Ergo-
tamin + Ergotaminin- und von Ergotoxin + Ergotinin-Gemi-
schen sowie die Isolierung der Ergotoxin-Base in krystallisierter
Form, sondern auch die Verarbeitung von Rohextrakten. Endlich
erwiesen sich die friher bekannten Praparate , Sensibamin" und
»Ergoclavin" (Brit. P. 388529, DRP. 606778) in der TSWET Tchen
Séule ds uneinheitlich.

Reindarstellung von Ergotamin aus einem Rohextrakt. 100 cm®
enes ergotaminhaltigen Rohauszuges (Benzol) wurden durch die
mit Benzol angefeuchtete Milchzuckersdule (120 g) geschickt.
Beim Nach waschen mit Benzol lauft zuerst ene alkaloidfreie,
Olhaltige Losung ab, dann eine solche mit Spuren von rechts-
drehendem Ergotaminin, schlieflich die Hauptfraktion, links-
drehendes Ergotamin von hohem Reinheitsgrad enthaltend. Man
dampft bei tiefer Temperatur im Vakuum ein, nimmt mit wasser-
haltigem Aceton auf und erhdlt fast wasserhelle, rhombische
Prismen und Tafeln.

Krystallisiertes Ergotoxin aus dem Oesamtalkaloid. 1 g in 50 cm®
Chloroform wird durch A1,0; (nach BROCKMANN) geschickt. Beim
Entwickeln der Schichten und Ausziehen gehen zuerst alkaloid-
frele Substanzen ab, dann eine rechtsdrehende Alkaloidldsung,
aus welcher, je nach Herkunft und Verarbeitung der Droge, mehr
oder weniger Ergotinin-Krystalle isoliert werden kénnen. Spéter
durchlaufende Anteile drehen nach links und gaben beim . sorg-
faltigen Abdampfen (Raumtemperatur) einen Rickstand, der aus
Benzol sofort krystallisierte und sich as reine Ergotoxin-Base
erwies.
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Trennung eines Gemisches von Ergotamin  und  Ergotaminin.
120 g Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN) werden in einem Rohr
(40 X 2,2cm) mit reinem Chloroform durchtréankt und dann je
0,59 der beiden Alkaloide in 100 cm® Chloroform eingefiihrt.
Man entwickelt mit demselben Solvent und erkennt eine Schich-
tung unter der Quarzlampe. Eine schmalere, stark alkaloidhaltige
Zone lauft zuerst ab, dann folgt eine alkaloidarme Fraktion,
wahrend der obere Bezirk der Kolonne lebhaft violettweil? fluores-
ziert. Die ersten Filtratanteile (50 cm®) drehen nach rechts
(ocjy = + 8,38°, im 2-dm-Rohr), bei den weiteren 200 cm® geht
die Rechtsdrehung standig zuriick und es folgt (nach sehr alkaloid-
armen Zwischenfraktionen) die linksdrehende L6sung des Ergo-
‘tamins. Die rechtsdrehenden Anteile werden im Vakuum ein-
gedampft (0,52 g); durch einmaliges Umkrystallisieren aus
Pyridin erh&@lt man reines Ergotaminin in hoher Ausbeute. Die
linksdrehenden Extrakte gaben 0,33 g reines Ergotamin, das aus
wasserhaltigem Aceton auskrystallisiert.

Trennung eines Gemisches von Ergotoxin und Ergotinin.  Je
0,59 amorphe Ergotoxin-Base und krystallisiertes Ergotinin
werden, wie soeben beschrieben, verarbeitet. Beim Entwickeln
und Ausziehen der Adsorptionsschichten erhalt man auch hier
zuerst rechtsdrehende Fraktionen, die wohlkrystallisiertes Ergo-
tinin liefern. Der Trockenrickstand der linksdrehenden Anteile
wird in moglichst wenig Benzol geldst; beim Stehen erscheint
krystallisierte Ergotoxin-Base in guter Ausbeute, trotzdem die
Ausgangssubstanz amorph war.

Die Aufteilung des ,Sensibamins' (1 g in 100 cm® Chloroform)
gelang auf &hnlichem Wege. Nach dem Entwickeln und Aus-
ziehen tropft zuerst eine rechtsdrehende Fliissigkeit ab (sie liefert
Ergotaminin-Krystalle aus Pyridin), dann folgt die Lésung des
linksdrehenden Ergotamins (isolierbar aus waRrigem Aceton). Das
» Ergoclavin® kann ebenso aufgeteilt werden, wenn ndétig, unter
Wiederholung des Adsorptionsversuches.

6. Enzyme, Co-enzyme, biochemische Aktivatoren.

Die Methode ist auch auf diesem Gebiete noch weitaus un-
genugend verwertet worden. DaR aber die Aussichten nicht
schlecht sind, geht aus den Enzymforschungen von WILLSTATTER
hervor, in welchen Adsorptionen und Elutionen bekanntlich die
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entscheidende Rolle gespielt haben. Es handelt sich also nur
darum, die besonderen Vorteile auszuniitzen, welche von der
TSWETTchenArbeitstechnik geboten werden. Tastversuche der
Literatur deuten hier auf einen baldigen Fortschritt.

ADLER und MICHAELIS ist zwar die Trennung von Dehydrase
und Flavinenzym auf Aluminiumoxyd nicht gelungen, dadie beiden
Komponenten sich diffus Uber die Sdule verteilten, immerhin fand

im unteren Bezirk des Adsorbens eine Verarmung an Flavin und
Anreicherung der Dehydrase statt.

_Trennung von Co-Zymase und Co-Dehydrase 1l nach Euler
und Adler. Die genannten Autoren fanden in der Hefe zwei Co-
Dehydrasen vor, namlich:

Co-Zymase: notwendige Komponente des Systems der Alkohol -
dehydrase aus Hefe, aber im System der Robisonester-Dehydrie-
rung unwirksam;

Co-Dehydrase 1l: umgekehrtes Verhalten.

I'n waldriger Losung, auf Aluminiumoxyd (nach BROCKMANN)
chromatographiert, a3t sich die Co-Dehydrase Il im obersten
Teil der Saule festhalten, wahrend die Co-Zymase beim Ent-
wickeln in das Filtrat gelangt. Zur Untersuchung der einzelnen
Séulenteile mufRte hier empirisch verfahren werden: man prifte
die Teileluate in den Systemen der Robisonester-Dehydrierung
sowie der Alkoholdehydrierung und der akoholischen Gérung.
Die Ultra-Chromatographie versagt, da Begleiter fluoreszieren.

100 mg eines mittelguten Préparates (erhalten aus der Cupro-
fallungs-Mutterl auge einer Co-Zymasedarstellung) wurdenin 10 cm?®
Wasser gelost, filtriert und in der A1,05-Saule (8 X 0,7 cm; durch
Aufschitten einer wéllrigen Suspension bereitet) zerteilt. Unter
schwachem Saugen wurde zuerst mit 15 cm’® Wasser nachge-
waschen und das erste Filtrat (21 cm®) gesondert aufgefangen,
worauf man weitere 100 cm® Wasser nachgoR (,,Waschwasser"
94 cm®). Versuchsdauer 2 Stunden. Der obere (fluoreszierende)
Saulenteil wurde in kleinere, der Gbrige in grofRere Stiicke zer-
schnitten, die im Vakuum getrocknet und gewogen wurden. Man
prift die Adsorbate nach der Gérungsmethode auf ihren Co-
Zymasegehalt und ferner wird ihre Wirksamkeit in den Systemen
der Alkohol- sowie der Robisonester-Dehydrase untersucht (THUN-
BERG-Versuch). Ergebnis: von den 2260 Co-Zymase-Einheiten
befanden sich 1980 im Waschwasser, wéahrend von den 452
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Co-Dehydrase-11-Einheiten die drei obersten Bezirke des Ad-
sorbens 294, 140 bzw. 18 enthielten; die uUbrigen Zonen sowie
Filtrat und Waschwasser waren davon frei. Es hat also eine gute
Trennung stattgefunden.

Neue Versuche werden von EULER und SOHLENK angekiindigt.

Die Co-Dehydrase Il lieRl sich auch in der Rinderleber nach-
weisen (DAS). 10 cm® einer Lésung von HARRISONchem Co-Fer-
mentpréparat (entspr. 50 g Aceton-Trockenleber) wurden auf
A1,0;3 (nach BROCKMANN, 5 X 0,7 cm) gegossen. Nach waschen
mit 50 cm® Wasser, Zerschneiden in 5 Teile. Die drei obersten
Schichten enthielten Co-Dehydrase |1, sie waren aber frei von
Co-Zymase. Priufung wie oben angefiihrt.

7. Vitamine.
Vitamin A.

Reindarstellung.  Dieser lipoidldsliche Wachstumsfaktor, der
sich im Tierkorper, bekanntlich aus dem Carotingehalt der
pflanzlichen Nahrung bildet, wird reichlich von Lebern gewisser
Fische dargeboten.

Aus den Leberdlen von hippoglossus hippoglossus (Heilbutt)
bzw. von Scombresox saurus (Makrelenhecht) haben KARRER,
MORF und SCHOPP einen Auszug mit tiefsiedendem Petrolather
bereitet, der mittels 12proz. alkoholischem Kali, bei 60°, unter
Stickstoff, innerhalb 1 Stunde verseift wurde. Der mit Petrol-
ather extrahierte, un verseif bare Anteil enthalt bedeutende Sterin -
mengen und wird beim Verdampfen des Ldsungsmittels nahezu
fest. Durch Auflésen in heiBem Methanol und mehrstindiges
Aufbewahren bei —15° krystallisierten die Sterine fast vollstadndig
aus. Sie wurden bei —15° abgesaugt; aus dem Filtrat konnte
nach langerem Stehen im Ké&lteraum noch etwas Sterin entfernt
werden. Eine weitere Reinigung wird durch Ausfrieren von
Flocken aus Methanol, in Kohlendioxyd-Aceton-Mischung erzielt.
Das Vitamin bleibt dabei in Lésung. Nun verdinnt man die
Fliussigkeit mit Wasser und erschopft sie mit leichtem Petrol-
ather.

Schon die beschriebenen Operationen bedingen eine weit-
gehende Anreicherung von Vitamin, dessen Reindarstellung jedoch
erst im Wege der Chromatographie gelingt:
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Die Petrolatherlésung wurde durch eine Sdule von Fasertonerde
(Merck) gesaugt, wobei das Vitamin in einer mittleren Schicht
héngen blieb (dariiber: Spur Sterin, tief unten: niedriger molekulare
Begleiter). Man eluiert die Hauptzone zweckméflig mit Methanol,
flhrt den Stoffinhalt in Petrolather Uber und wiederholt die
Adsorptionsanalyse noch zweimal. Der Petrolather |&3t schlieflich
ein auflerordentlich reines Vitamin-A-Préparat CyoH3z00 zurick,
dessen CLO-Zahl bis zu 10500 reicht. Die letztere Konstante lief3
sich durch weitere Adsorptionen oder durch Acetylieren und
Regenerieren nicht mehr erhohen.

Erst die Chromatographie verhalf aso zu anaysenreinen Pro-
dukten und ge fihrte auch zur Aufstellung der folgenden Struktur-
formel :

CH, CH,
N
¢
AN _ .
CH, (—CH=CH—(!=CH—CH=(H—C=CH—(H,0H
| I I
CH, (—CH, CH, (IJH,
H,

¥itamin A (nach KARRER, MORF und SCHUPE).

Wahrend die Leistungsfahigkeit der Tonerde-Saule mit den
obigen Ergebnissen erschopft war, konnten KARRER und MORF
(s. auch KARRER, WALKER, SCHOPP und MORF) noch einen Schritt
weiter vordringen, as sie das A1,0; durch eine Calciumhydroxyd-
Sdule ersetzten. Nun zerfiel ihr bestes Préparat in zwei ungleiche
Schichten:

Oben: R-Fraktion des A-Vitamins (Hauptanteil): zeigt scharf

die Zusammensetzung CxH3O und das charakteristi-
Lichtabsorptionsmaximum  be  325—328uy ;
— ca. 1700 (Iproz. Losung). Selodst sichin Anti-

montrichlorid-Chloroform mit tiefblauer Farbe (opt.
Schwerpunkt 6221).

unten: a-Fraktion (nur einige Prozente, vielleicht ein Oxydations-
produkt); enth@t weniger Kohlenstoff, zeigt ein Maxi-
mum gegen 270 pu und gibt mit dem CARR-PRICE-
Reagens ene violette Losung (580up).
Durch Adsorptionen an Fullererde haben VAN EEKELEN,
EMMERIE, JULIUS und WOLFF schon friher eine Scheidung des
Vitamins in zwei Anteile vorgenommen.

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 12
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Es sei vermerkt, da®R man nach HEILBRON, HESLOP, MORTON,
WEBSTER, REA und DRUMMOND auch i m Wege von Hochvakuum-
destillationen zu reinen Vitamin-A-Préparaten gelangen kann,
derenKennzahlenmitHilfeder TSWETTschen Methodik kaum mehr
abgeéndert werden.

Zu solchen Versuchen wurde die auf S. 52, Abb. 10 wiedergegebene
Vorrichtung angewandt, welche mit einer 75 cm hohen Schicht von
Fasertonerde gefillt war. Vorher haben die Autoren das Adsorbens
zwischen 150—200° in reinem Stickstoffstrom getrocknet, den
Apparat gleichfalls mit N, grindlich durchspilt, worauf eine L&sung
von 259 VitaminA in 25cm® leichtem Petrol4ther langsam ein-
gesickert wurde. Nach dem Entwickeln mit dem gleichen Solvent
hat man das Glasrohr in drei Teilo zerschnitten, die Fraktionen mit
je 50 cm® heiRem Holzgeist eluiort und dessen Inhaltsstoff, nach dem
Verdiinnen mit je 200 cm® Wasser, in Petroldther zuriickgefiihrt.

Chromatographische Gewinnung von A-Prdparaten aus dem
Leberdl der Theragra chalcogramma: HAMANO.

Wahrend die KARRERschen Versuche, wie erwahnt, zur Auf-
teilung der hochstkonzentrierten A-Préparate in zwei Kompo-
nenten gefihrt haben, ergab sich bei den Versuchen von CASTLE,
GILLAM, HEILBRON und THOMPSON ein noch verwickelteres Bild.
Die Ldsung von 0,5g Konzentrat in Benzin (Siedep. 60—80°)
wurde in einer hohen Calciumhydroxyd-Saule (51 X 4 cm) chro-
matographiert und mit einigen Litern des genannten Solvents
gewaschen. Alsbald erschien eine hellgelb-bréunliche Zone, die
schlieBlich bis zur halben Hodhe gesunken war, und dann aus
zwei breiteren, schokoladebraunen Bezirken sowie aus einigen
dinnen Strichen bestand (Abb. bei CASTLE U. Mit.). Insgesamt
zeigte das Rohr flnf verschiedenartige Abschnitte:

Oben: Oxydationsprodukt des Vitamins (kaum gefarbt),
Hauptschicht: Vitamin A = R-Vitamin A von KARRER,
etwas rotes Material (s. oben), wahrscheinlich wahrend

derdAdsorption gebildet, vielleicht Polymerisate enthal-
tend,
eine Schicht, dem KARRERschen oc-Vitamin A entsprechend
(,Hepaxanthin", vielleicht ein Zersetzungsprodukt),
unten: gelr?(Ia)Nebenzone, unbekannt (389, 369, 348 uy, in Alko-
ol).

Die Darstellung von hochgereinigten A-Préparaten nach dem
Prinzip des ,flissigen Chromatogramms" gelang HOLMES, CAS-
SIDY, MANLY und HARTZLER. Nachdem Cholesterin und andere
Begleiter aus einer ‘Pentanldsung des un verseif baren Heilbutt-
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leberdl-Anteiles ausgefroren wurden, haben die Autoren die Ad-
sorption zuerst auf Norit A (aktiviert im N,-Strom), sodann in
der Magnesiumoxyd-Saule (zur Beschleunigung der Filtration mit
1 Teil Silicaerde ,Hyflo Super Cel" verdinnt) vorgenommen.

In den auf S. 52 erwdhnten Apparat (Abb. 11), der sténdig
mit reinem Stickstoff gefllt war, wurde eine diinne Suspension
von Norit in Pentan eingefiihrt und Glasbléschen durch Klopfen
daraus entfernt. MalRe des Adsorbens 23 X 25cm (40g); auf-
geteilt wurden je 6 g Konzentrat in 50 cm® Pentan. Die Einzel-
filtrate lagen zwischen 50 und 150 cm®. Durch entsprechendes
6ffnen und Schlief?en der Sperrhéhne wurde erreicht, da3 die L uft
auch wahrend des Wechseins der Vorlage ausgeschlossen blieb;
ferner wurden stets mit Stickstoff vorgeflllte Vorlagen ange-
hangt. Das reine Endprodukt war in bezug auf den Blau wert
14000mal kréftiger as das Leberdl.

Trennung von Vitamin A und Carotinoiden.

Wie KARRER und scHopp finden, gelingt diese Scheidung
sowohl in Anwesenheit von Carotin as auch von Xanthophyli
sehr glatt. Das Vitamin A wird ndmlich zufolge seines Alkohol -
charakters stérker adsorbiert as Carotin, jedoch viel schwécher
as Xanthophylle, welche ein langeres Chromophor und 2 OH-
Gruppen besitzen.

a) Trennung von Vitamin A und Carctin. Man saugt die
Petroldtherlésung durch eine Fasertonerde- Saule und spiilt mit
Petroldther nach. Die oberen Bezirke enthalten nur das Vitamin,
darunter sieht man die Carotinzone, eventuell noch A-Spuren
enthaltend, welche aber bei einer Wiederholung des Versuches sich
leicht ausschalten lassen. Elution mit Petroléther + Methanol 9:1.

b) Trennung von Vitamin A und Xanthophyli (oder Zea
xanthin usw.). Man schickt die Losung (Benzin oder Benzol +
Benzin) durch Calciumcarbonat, wobei das Vitamin vollstandig
in das Filtrat gelangt. Ein Ansatz genigt.

Auf diesem Wege konnten GILLAM und HEILBRON das Vor-
kommen von Vitamin A im Eidotter beweisen. Die Atherausziige
wurden verseift, von Sterinen befreit und zwischen Petrolé&ther
sowie 90—92proz. Methanol entmischt, worauf man die hypo-
phasischen Stoffe mit Wasser in Benzin fiihrt und nach b) aufteilt.

12*
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'S. auch einige Angaben von HOLMES, DELFS und CASSIDY. All-
gemeines Uber das Adsorptionsverhalten des Vitamins A im Vergleich
zum Carotin, namentlich auf Blutkohle: BOWDEN und BASTOW.

Im Anschluf? an das A-Vitamin sei noch die folgende Literatur -
stelle erwéhnt: Nach EMMERIE 183t sich, durch energisches Verseifen
der aus Lebertran erhaltenen Fettsduren mit kochendem alkoholi-
schem K ali, eine gelbe amorphe Substanz chromatographisch isolieren
(akt. A1,03, Benzin; Waschen mit Sprit, Elution mit verdiinntem
alkoholischemK OH),diemitdem CARR-PRICE-Reagenseineviol ette
Farbreaktion gibt. Ausbeute: wenige Milligramme aus 15g Fett-
sduregemisch.

Das Vitamin B, (Lactoflavin)

wurde als Farbstoff bereits S. 134 besprochen (Flavine).

Vitamin D.

Das antirachitisch wirksame Vitamin D; wurde als Bestrahlungs-
produkt des 7-Dehydro-cholesterins von WINDAUS, SCHENCK und
v. WERDER isoliert und gleichzeitig von BROCKMANN (3) aus dem
Leber &l des Thunfisches herausgearbeitet. Im Verlaufe beider, so
verschiedenen Arbeitswege * verhalf die Chromatographie zum
Erfote, (s. auch NERACKER und REICHSTEIN).

CH,
|
CH CH,
7 |
CH, OH,CH CH,
SN N |
CH, (|, O[H, CH,
i
CH, CH,CH CH ---CH, &H_(‘.H,
SN NS |
CH, C C CH,
| | i
H-C—0H ¢ CH

N/ NS
CH, CH
7-Debydro-cholesterin,

Die Untersuchungen sind von methodischem Standpunkt aus
u. a. deshalb interessant, weil zunachst ein Ester bereitet, chromato-
graphiert und krystallisiert wurde, nach dessen Aufteilung das
eigentliche, reine Vitamin sich freilegen lief3. Zur Isolierung aus
Thunfischleber6l diente einleitend ein mehrféaltiges Entmischungs-
verfahren ; hierauf nahm man die weitgehende, chromatographische
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Anreicherung des Vitamins vor. Bemerkenswert ist auch die Ver-
wendung eines Farbstoffes zur Markierung der Ds-Zone. Die Arbeit
von BROCKMANN (3) bringt gleichzeitig eine Trennung der im
Leberdl enthaltenen Vitamine A und D.

CH,
|
CH- -—CH,
e |
CH, CH,CH CH,
VAN D N
CH, C CH, CH,
| | ] [
CH, CH,CH, CH- - CH, CH—CH,
FARERN| N,/
CH, ¢ C CH,
| | I
H—C—O0OH C CH
SN S
CH, CH
Vitamin I,.

a) VitaminDzaus7-Dehydro-cholesterin (WINDAUS, SCHENCKUIKI
WERDER). Die Benzolldsung von 6,3 g 7-Dehydro-Cholesterin wurde
3%, Stunden in einer kleinen Quarzwalze mit Mg-Funken bestrahlt.
Nach dem Verjagen des Benzols im Vakuum |6st man den Riick-
stand in 60 cm® Alkohol, versetzt ihn mit einer Lésung von 8 g
Digitonin in 120 cm® siedendem Alkohol, dampft (ohne Riicksicht
auf den Niederschlag) zur Trockne und extrahiert den Rest mehr-
mals mit kochendem Petroldther. Der Auszug wird wieder ein-
gedampft, das Hinterbliebene mit 15 cm® Peétrol4ther und 2 cm®
Citraconsédureanhydrid versetzt, dann mit so viel abs. Ather, daR
klare Losung entsteht. Nach o6tédgigem Aufbewahren (20°) gibt
man 40 cm® |Oproz. methanolisches K ali zu, 14Rt 12 Stunden stehen,
verdinnt mit Wasser, schuttelt mit Petroldther aus, trocknet
und dampft den Auszug im Vakuum ein. Es hinterblieb ein hell-
gelbes Harz, das ebensowenig krystallisierte, wie das aus einer
Probe bereitete 3,5-Dinitrobenzoat.

Zur Reinigung wurde das Harz in Benzin + Benzol (4:1) auf
Aluminiumoxyd verarbeitet. Elution mit methanolhaltigem Ben-
zol. So wurden drei Anteile gewonnen und jeder mit 3,5-Dinitro-
benzoylchlorid in Pyridin verestert. Das aus dem mittleren
Séulenbezirk  stammende Rgaktionsgemisch schied allmahlich
gelbe Nadeln des Vitamin-Ds-Dinitrobenzoates CaqH4606N, ab,
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welche, mehrmals umkrystallisiert, bei 129° schmolzen. Nach dem
Verseifen mit methanolischem K OH wurde das Vitamin in Form
eines Ols gewonnen. Antirachitische Grenzdosis an der Ratte:
0,05 , Spektrum: wie Vitamin D,. _

b) Isolierung des Vitamins D3 aus Thunfischlebcrél (BROCKMANN 3).
Alle Ldésungsmittel sind sorgsam zu reinigen. Die einzelnen
Fraktionen des Anreicherungsversuches wurden nach dem Entfernen
des Losungsmittels sofort in Exsiccatoren gebracht, die man viermal
auf 1 mm evakuiert und jedesmal mit O-freiem CO, durchspdilt.

»A*' bedeutet Vitamin-A-Gehalt, ausgedriickt in CLO-Einheiten.

,,D" bedeutet Vitamin-D-Gehalt, ausgedriickt in internationalen
Einheiten (IE) pro Milligramm Substanz.

Je 100g Thunfischkonzentrat (Vitamin-D-Gehalt 0,32%;
A = 2900 CLO; D = 80 IE pro Milligramm) wurdenin 2 1 Normal -
benzin (Kahlbaum) 16mal mit je 500 cm® OOproz. Methanol aus-
geschittelt. Die Unterschicht wurde bis zu einem 50proz. Metha-
nolgehalt mit Wasser verdinnt und mit Benzin erschépft. Im
letzteren Auszug: 50,5 g Substanz, A = 580, D = 140. Man ver-
dinnt mit Benzin auf 1,51 und schittelt 12mal mit je 500 cm?®
95proz. Methanol. Aus der methylalkoholischen Phase wurde
(nach dem Verdinnen zu 50% CH3;OH) ein Benzinauszug bereitet;
derselbe enthielt 30 g Substanz, A = 500, D = 280.

Je 20 g des letzteren Pradparates |6st man in einem Gemisch
von 100 cm® Benzol + 400 cm Normalbenzin und filtriert es durch
eine Saule von ,,Aluminiumhydroxyd 11" . Nachwaschen mit
1,2 1 Losungsmittel. Im Filtrat: 58 g Ol, A = 550, D = 800. Je
10 g dieses Préparates wurden zusammen mit 100 mg Indicator-
rot 33 in 600 cm® Benzol + Benzin (1:4) aufgenommen und durch

eine  Aluminiumhydroxyd-111-Saule ~ filtriert. Beim Nachwaschen
mit 3 1 Losungsmittel entstand das folgende Bild:
Oben: hellgelb,
rosa,

rot, enthalt 29 g Ol, D = 2000 |IE (und Indicatorrot),
unten: braunlichgelb.

Man hat das Ol (2,9g) in 200 cm® Benzol + Benzin (1 : 4)
gelést, von auskrystallisiertem Indicatorrot filtriert und die
Chromatographie wiederholt. Nach waschen mit 1,51 L 6sungsmittel:

Oben: hellgelb, ‘

rot, enthalt 09¢g Ol, D = 5500 IE (und Indicatorrot),
unten: gelb. '
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Das vom Solvent befreite Ol (0,9 g) wurde in 50 cm® Benzin
aufgenommen und so lange mit 20proz. methanolischem Kali
(80 Vol.-% CH3OH) durchschiittelt, bis die Benzinschicht farb-
stoff-frei geworden ist. Das durch Abdampfen des Benzins ge-
wonnene Ol léste sich in wenig heiRem Methanol, aus welchem
beim Erkalten die Hauptmenge des Cholesterins sich abschied.
Das Filtrat wurde mit Digitonin aufgekocht, zur Trockne ver-
dampft und der Ruckstand mit heilem Benzin erschopft. Das
Benzin hinterlie3 beim Verjagen eine cholesterinfreie Fraktion,
D = 6700.

750 mg des letzteren Préparates wurden in 4 cm® reinstem
Pyridin (Uber BaO getrocknet) geldst und mit einer Lésung von
frisch destilliertem 3,5-Dinitro-benzoylcklorid in 3 cm® Pyridin ver-
setzt. Nach kurzem Erwérmen am Wasserbad stand das Gemisch
2 Tage bei 20°, unter CO,, und wurde dann in Natriumbicarbonat-
losung gegossen. Man schittelt mit Benzol durch, wéascht den
Auszug mit Bicarbonat, verd. Essigsdure, schliefflich mit Wasser,
verdampft das Benzol, 16st seinen Riickstand in 70 cm® Benzol -f
Benzin 1:4 (eine kleine Menge hinterbleibt), giefét die Flissig-
keit auf eine Aluminiumhydroxyd-II1-Séule und wascht mit dem
gleichen Losungsmittel nach. 4 Zonen. Das Eluat der untersten
Scheibe zeigt nach dem Verdampfen 10000 | E. Dies Ol wurde in
wenig heillem Aceton gelést und mit Methanol bis zur beginnenden
Triibung versetzt. Das zunachst ausgefallene Ol schied biischelig
vereinigte, gelbe Nadeln ab. Nach langerem Stehen im Eisschrank
wurde die Mutterlauge abgegossen und aus dem Riickstand der
6lige Anteil mit leicht siedendem Petroléther von den Krystallen
abgelost. Zweimaliges Umkrystallisieren aus Aceton + Methanol.
Schmelzp. 128—129°, identisch mit dem unter a) beschriebenen
Ester. Durch Verseifen (Kochen mit 5proz. methanolischem Kali,
1, Stunde, unter N,) entsteht das 6lige Vitamin D3, mit einem
D-Wert — 25000 |IE (Ratte).

c) Versuche zur Trennung von Ergosterin (Provitamin D)
und Cholesterin. Das Ergosterin enthalt 3 Doppelbindungen und
ist starker adsorbierbar as Cholesterin (1 F Formeln S. 184—185).

Eine gewisse Anreicherung des Ergosterins aus Handels
Cholesterin gelang WINTERSTEIN und STEIN (1), ndmlich durch
Chromatographie von 20 g Rohprodukt (enthaltend 56 mg Er-
gosterin) in 300 cm® Benzin+ Hexan 1:1, auf aktiviertem Alu-
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miniumoxyd (15 X 55 cm). Nach dem Entwickeln mit demselben
Solvent und dem empirischen Zerschneiden der Saule in finf gleiche
Teile, wurde der Ergosteringehalt spektrographisch bestimmt:

Oben: I. Zone, enthdlt 4,1 g Substanz, davon 4 mg Ergostorin,
I'l. Zone, enthdlt 4,55¢g Substanz, davon 16 mg Ergo-

Sterin,
unten: 111.—V . enthalten ca. 10 g Substanz; frei von Ergosterin.

Die Ergosterin-Konzentration hat sich in der |. Schicht 3,5fach,
nach einem zweiten Adsorptionsversuch 6fach angereichert.

KARRER und NIELSEN zerlegen die Benzolldsung eines kiinst-
lichen Gemisches von 50 mg Cholesterin + 100 mg Ergosterin auf
A 1,03 und waschen mit 11 Benzol nach. Es liellen sich im Quarz-
licht mehrere fluoreszierende Bezirke unterscheiden, welche ge-
trennt und mit kochendem Athanol + Benzol (3:7) eluiert
wurden. Nach dem Abdampfen krystallisierte man die Riickstande
aus Weingeist um.

Obon: I. keinc substang,

II. wenig . (Schmelzp. 149°),
II1. mehr " { » 1459},
IV. mehr ’e { » 139°),
V. Spuren .
unten: VI. keine "
Der Stoffinhalt der Schichten | || sowie IV wurde nochmals

chromatographiert: die erstere Zone lieferte ein Préparat mit dem
Schmelzp. 156° (Ergosterin schmilzt bei 157°), die zweite ein
solches vom Schmelzp. 143° (Cholesterin: 146°). Das Ergosterin
war fast rein, die Cholesterin-Fraktion noch ergosterinhaltig.

CH,
|
CH-- -CH
_ s I
CH, CH,CH CH
S N1/ N |
(|JH, ¢ (|}H, (iH—CH,
l
/CH,\CIH/, CH\ /(}H---—-—----—---CH, CH—CH,
CH, (}J c (]JHa
| I
HOCH C CH
NS \\C /

Ergoaterin {3 F, leichter adscrblerbar).
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d) Die Isolierung von Ergostcrin aus Eiern gelang jlngst
WINDAUS und STANGE. Rohmaterial: Cholesterin aus chinesi-
schem Trockeneigelb (Merck).

CH,
I
CH CH,
S |
CH, CH, CH CH,
VAN AN f
CH, § CH, CH,
| | | |
CH, CH,CH CH————CH, CH-CH,
soNLS N S |
CH, C CH CH,
I | !
HOCH u CH,
SN S
\UH1= Non

Cholegteiin {1 F, schwerer adsorhivrbar).

Anhang. Die durch Wasserentzug aus der 6-Oxy-allocholan-
saure erhaltlichen isomeren Cholensduren konnen, nach WIELAND,
KRAUS, KELLER wund OTTAWA, zumindest partiell voneinander
getrennt werden (Alkohol, Aluminiumoxyd). Unter der Quarzlampe
zeigten sich vier undeutliche Fluorescenzzonen, in denen das Mengen-
verhaltnis der Isomeren stufenweise verschoben war.

Vitamin E

(Antisterilitats-vitamin) kann durch fraktionierte Adsorption im
un verseif baren Rest des Weizenkeiméles, nach DRUMMOND,
SINGER und MACWALTER (1,2), weitgehend angereichert werden.
33 g eines solchen Restes (gelb, 6lig), aus welchem die Sterine
vorher groBtentejls entfernt wurden, hat man in 500 cm?® Petrol-
ather gelést. Beim Stehen krystallisierte Lutein aus, dessen Filtrat
auf Aluminiumoxyd chromatographiert wurde (standardisiert nach
BROCKMANN). Reichliches Nachwaschen mit dem genannten Sol-
vent. Zunachst lief Farbloses durch, dann wanderte eine gelbe,
kryptoxanthinhaltige Zone langsam nach unten; beide waren im
Rattentest inaktiv. Nun sah das S&ulenbild z.B. folgend aus:
Oben: braunlichgelb, biologisch unwirksam,
sandgelb, kaum wirksam bei einer Tagesdosis von 2—5 mg,
dunkler geférbt, schwach wirksam,
unten: bla, relativ am starksten aktiv, wirksame Tagesdosis
1 mg.
12a
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Durch ofters wiederholte Adsorption der beiden untersten
Lagen konnte die Antisterilitats-tagesgabe auf 0,1 mg herabge-
drickt werden (Ratte). Ein noch gunstigeres Ergebnis liefert
Baumwollsamendl; allerdings ist das Endpréparat auch hier nicht
einheitlich.

EVANS, EMERSON und EMERSON haben, ebenfalls aus Weizen-
keimol, einenAlkohol Cy9Hs500,, dassog. a-Tocopherol, in Form eines
krystallisierten Allophanats isoliert. .Die Verbindung hebt durch
eine einmalige Gabe von 3 mg die Sterilitat der Ratte auf. Die
Einheitlichkeit des Allophanats (Schmelzp. 156—157°) kann man
chromatographisch folgendermaBen uberprifen: Mit 100g CaCOs;
(vorher 3 Stunden auf 150° erhitzt) wurde ein 3,5 cm breites Rohr
beschickt. Die Benzolldsung der Substanz (100 mg in wenig Benzol)
lieR sich gut verarbeiten. Beim Waschen mit 1150 cm® des ge-
nannten Solventen wurden 26 mg Allophanat aus der Saule ent-
fernt, welche dann in drei Teile zerschnitten wurde. Die am
starksten adsorbierte Fraktion wirkt im Rattentest ebenso wie der
Stoffinhalt des Filtrates.

vitamin K.

DAM und SCHONHEYDER haben es jiingst versucht, diesen anti-
hé&morrhagisch wirkenden Faktor aus Alfalfa zu gewinnen und mit
Hilfe von Adsorptionsmethoden zu konzentrieren. Waéhrend das
Vitamin von Al,O; (aus Benzin) allzu stark gebunden wird, kann
vorteilhaft Puderzucker verwendet werden. Nachdem die Farb-
stoffe beim Waschen mit dem erwéahnten Solvent eben durch die
Kolonne gelaufen sind, wird der Zucker in Wasser geldst und die
Substanz mit leichtem Benzin wiederholt ausgeschittelt. Auch
Calciumcarbonat scheint verwendbar zu sein; es gibt das Ad-
sorbierte an Alkohol + Aceton (1:1) wieder ab.

8. Hormone.

Isolierung von Folliculin und Equilenin aus Stutenharn
(DUSCHINSKY und LEDERER).

Folliculin.  Den angesduerten Harn von trdchtigen Stuten hat
man, wie Ublich, mit Benzol extrahiert und den Hormongehalt
durch Entmischen zwischen wéaRrigem Alkohol und Petrolé&ther
vorgereinigt. '
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5 g Konzentrat (dunkle, harzartige Masse, entspricht insgesamt
3750000 internationalen Einheiten, | E) wurdenin 250 cm® Benzol
gelost und in einer Ca(OH),-Saule zerlegt (Glasrohr 25 X 4,5cm,
mit einer Jenaer Glassinterplatte abgeschlossen). Ein Anteil des
Pigments bleibt oben hangen (braun), wahrend eine rotviolette
Scheibe, die sich langsam senkt, as , Indicator" dienen kann; der
folliculinreiche Bezirk befindet sich namlich stets daruber und
reicht zuweilen in den Farbring hinein. Nach dem Entwickeln mit
175 cm® Benzol erblickt man die Farbscheibe schon fast ganz unten.
Das Chromatogramm sient dann folgendermal3en aus:

Oben: 10 dunkelbraun,
25 gelh,
5 weild,
65 weill | enthalten die Hiilfte
#0 vielettritlich [ des Gesamthormons,
unten: 30 gelh.

Diefolliculinreiche Zone liefert nach der Elution (Aceton, oder
Losen des Kalkes in HCI und Auséthern) und der Behandlung mit
Ather und Alkohol 140 mg Rohprodukt (6500000 |E), aus dem
durch  Umkrystallisieren aus Alkohol ein farbloses, reines
Folliculinpréparat CigH»,0, hervorging: Schmelzp. 258°; enthélt
10000000 |E. :

Equilcnin.  Das auf Aluminiumoxyd (A1,0; nach BROCK-
MANN: Fasertonerde = 10: 1) bereitete Chromatogramm enthalt
besser ausgebildete Farbstoffstreifen als bei der Anwendung von
Kalk. Oben sient man eine rotviolette Zone, aus der durch Aceton-
elution und Umkrystallisieren (Cyclohexanon) Indirubin CigH10O2N»
isoliert wurde: rotlichbraune Nadeln, Schmelzp. 315°. Unter
diesem Farbstoff breitet sich der hormonreichste Séaulen teil aus.
Die obere Halffe des letzteren ergab nach der Elution ein Roh-
produkt, von welchem 45 mg, in 2 cm® Alkohol gelést, mit 2,5 cm®
IOproz. akoholischer Pikrinséaure versetzt wurden. Alsbald
krystallisierte das Equilenin-Pikrat: rote Nadeln, nach dem Um-
scheiden Schmelzp. 204—206°. Schmelzpunkt des daraus be
reiteten freien Equilenins 256—258°. WeiRRe Nadeln.

Anhang. Das Indirubin wurde, nebst etwas Indigo, aus grof3en
Mengen von Ratten- und Kaninchenharn isoliert, und zwar durch
Extraktion mit Toluol und Aufteilung der lebhaft roten Ausziige
auf Al,O3 (MUSAJO). '

12
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Reinigung von Hctero-auxin von einem Begleiter
(KOGL, HAAGEN-SMIT und ERXLEBEN).

Der von den genannten Forschern im Harn entdeckte Pflanzen -
Wouchsstoff Hetero-auxin erwies sich in allen Punkten als identisch
mit der synthetischen b-Indolyl-essigsdure CioHoOzN, er zeigte je-
doch ein Drehungsvermégen. Die lIdentitéat der beiden Substanzen
vorausgesetzt, mufite dem Naturprodukt eine linksdrehende Ver-
unreinigung beigemengt sein. Tatsachlich gelang es, diese im Ad-
sorptionsversuch zu entfernen. Wegleitend waren dabei die Farb-
reaktion mit Eisenchlorid-Salzsédure sowie die polarimetrisehe
Messung.

Die Lésung von 50 mg Hetero-auxin (aus Harn) in 50 cm®
Benzol wurde durch eine Calciumcarbonat-Saule (40x4,5 cm) ge-
saugt. Man entwickelt nacheinander: mit 50 cm® Benzol, mit
30 cm® Benzol + Alkohol (10: 1) und schlieRlich mit 30 cm® Ben-
zol + Alkohol (2: 1). Dieerwéhnte Farbreaktionverlief im Filtrat
negativ. Die gut trocken gesaugte Saule wurde empirisch in sechs
Bezirke zerschnitten und jeder dreimal mit kaltem Alkohol extra-
hiert. Man verdampft die Athanolausziige einzeln zur Trockne:

Oben: a) 29 mg, Farbreaktion negativ,

b) 9 ,» Schwache Farbreaktion, keine Drehung,
c) 18 ,, starke Farbreaktion, keine Drehung,
d) 14 ,, deutliche Farbreaktion, keine Drehung,
e) 3 ,, schwache Farbreaktion,

unten: f) kein nennenswerter Trockonriickstand.

Der Adsorptionsansatz wurde wiederholt, die aus den beiden
Versuchen stammenden Abdampfrickstande der Schichten b) bis e)
vereinigt und gemeinsam aus Wasser umkrystallisiert. Gesamt-
ausbeute 89 mg, Schmelzp. 165°: reines, optisch inaktives Hetero-
auxin. Die beiden Fraktionen a) wurden ebenfalls vereinigt:
6,1mg. [a/D"=— 34,3° (in Alkohol). Schmelzp. 167°, mit dem
reinen Produkt jedoch keine Depression. Im W ETSchen Pflanzen-
test unwirksam.

9. Die Chromatographie von technischen
Gerbstoffextrakten

wird von GRASSMANN-.sowie von GRASSMANN und LANG ausgefiihrt
und bezweckt zunéchst die Charakterisierung und praktische



Geérbstoffe. 189

Unterscheidung der verwickelten Gemische. Man kann auch durch
Untersuchung des auswaschbaren Bestandteiles von Ledern auf
die Art des verwendeten Gerbmaterials Riickschliisse ziehen, In
allen diesen Fallen kommt man mit Hilfe der Fluorescenz- chromato-
graphie am besten vorwarts. :

Rein waRrige Losungen sind weniger ginstig.. Man versetzt
z. B. 3 cm® konzentrierten waBrigen Rohauszug (Trockensubstanz
20—30%) mit zwei Raumteilen Methylalkohol und saugt oder _
zentrifugiert, wenn nétig, die Fallung ab. Im bereits abgebildeten
Apparat (S.71) wird dann die Verteilung auf Aluminiumoxyd
(auch Tonsil) oder MgO vorgenommen, indem man die fest ein-
gestampfte Kolonne zunachst mit 2 cm® Methanol befeuchtet und
ohne zu saugen ebensoviel. Gerbextrakt nachgiefst. Als Wasch-
flussigkeit (3—4 cm®) dient z.B. Essigester oder Methanol +.Essig-
ester 1:3.

Fichtenrinderi-auszug, auf Al,03. Nach einem dunkleren Saulcnteil
(braungrau) folgt eine hell gelbgrine Zone, sodann eine schmale,
stark leuchtende gelbe Schicht, der sich unmittelbar ein ziemlich
hoher, leuchtend blauer Bezirk anschliet. Saure Reaktion erhoht
die Leuchtkraft des ganzen Chromatogramms, das Umgckehrto
tritt im Falle einer Alkalisierung ein. Bei Py = 2,2 erscheint oben
eine schwach apfelgriine, bei 7,7 eine schwach blaue Farbung.

Eichenholz-auszug (A1,03) zeigt eine ziemlich hohe, dunkelbraune,
nicht fluoreszierende Schicht, dann ein helles, grinstichiges Blau.
Meist sind die beiden durch einen sehmalen gelbgriinen Ring getrennt.

Quebrachoholz-auszug  (neutral oder schwach sauer). Auf A1,0;
oben eine starke Zone mit zitronen- bis ockergelber Fluorescenz;
ganz unten: grin oder schwach stahlblau. Die beiden sind durch
ein schwarzes oder schmutzigbraunes, hohes Zwischenstiick getrennt.
Bei stérker saurer Reaktion wird die erste Zone leuchtend hellgrin,
die folgende (dunklero) sionabraun oder grinlichbraun. Meist folgt
noch eine grunlich- oder graublaue Nebenschicht.

Unterscheidung von Kastanien- und Eichenholz-auszug. Man versetzt
den Extrakt (Trockensubstanz 20—30%) mit Bromwasser bis zum
bleibenden Br-Geruch, erwarmt die Fllssigkeit am Wasserbad, bis
zum Verschwinden desselben, verdinnt mit 2 Raumteilen Methanol
und filtriert. Die Chromatogramrne wurden zwar abgeschwécht,
doch sieht man bei der Eiche eine blaugriine, bei der Kastanie eine
rein blaue Fluorescenz.

Tannin (zur Analyse, Kahlbaum) zeigt in Methanol auf. MgO
oder Al,03 indigoblaue, einheitliche Fluorescenz.

. Katechin aus Gambir, mehrmals umkrystallisiert, gibt auf Al,03
eine grune, auf MgO eine schwach stahlblaue Fluorescenz.

Tanigan O (synthetisches Gerbmittel), auf Al,03: schwarz, schwe-
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feigelb, dunkelbraun, rotbraun, schwefelgelb, hell gelbgrin, hell-
violett.

Weitere kurze Angaben Uber natirliche und kiinstliche Gerbstoffe
s. im Original.
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Abb. 28 Ohromatojjramm des Peru- Abb. 20.  Chroinatosraimn des Peru-
basams in gewohnlichem Licht: basans in ultraviolettem Lieht.
a nattirlicher, b kinstlicher Perubalsam a-d wie in Abb. 28.

in Alkohol; ¢ natrlicher, d kiinstlicher
Perubalsam in Petroléther.

10. Uiitorsicdumg von - pharmazeutisch  verwendbaren
Drogen.

Ahnlich wie Gerbstoffausziige, lassen Seh auch Extrakte aus
physiologisch wirksamen Drogen, gdenische Préparate usw. in
vielen Féllen adsorptionsanalytisch prifen. Das Chromatogramm
oder Ultra-chromatogramm gibt Uber die Provenienz bzw. Her-
stellungsart und Qualitét sehr rasch AufschluR. Die Beispiele
(Abb. 28—30) stammen von VALENTIN und beziehen sich auf die
Aluminiumoxyd-S&ule; Nachwaschen mit verdiinntem Alkohol.

Aus dem Perubalsam wurden 0,5proz. alkoholische Lésungen und
ferner Petrolétherldsungen bereitet (der letztere Solvent hinterl &t
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Chromatogranm  der D|rf|taI|st|nktur a mit absolutem b mit verdiinntem
iehem Lieht; e mit ebsolutem und d mit verdiinntem
Alkohol bereitet, bede in ultraviolettem Lieht.

Abb. 30. 08¢
AIkohoI bereitet, bede in «envgimi

einen Rickstand). Zur Extraktion der DigitallsbYdttcr diente entweder

absoluter oder verdunnter Alkohol (Spiritus dilutus).

Arbeitsweise entspricht der offizinellen.

Die erstero
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Photographische Aufnahmen von
Chromatogrammen.

Abb. 31. Abb. 32.

Verdrangungsvorgang. Abb.31: Eine gdbe Zeaxanthinlésung in Benzol + Ben-

zin (1:4) auf CaCO;. Abb. 32: Auf diesdbe Saule wurde ene rote Capsanthinldsung

gegosen, welche beim Entwickeln das Zeaxanthin nach unten verdréngt hat und nun
desen frihere Lage einnimmt.
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Abb. 33. Abb. 34. Abb. 35.

Ausbildung eines Chromatogramms (Paprika-Itohauszug, Benzin; das Rohr

oben mit CaC0z; unten mit Ca(OH), gefillt). Abb. 33: Sofort nach dem Aufgiefien.

Abb. 34: Spéteres Stadium, noch ungenligend mit Benzin entwickelt. Abb. 35: Fertig
entwickelt. )

Zcchmeister-Cholrioky, Adsorptionsmethode. 13
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Photographische Aufnahmen von Chromatogrammen.

Abb. 38.

Abb. 36, Abh. 37,

UnzweckmaRige Ansatze. Abb. 36: Paprika-Auszug wie Abb. 35, 8.193, das
Adsorbens ungleichm&@Rig eingestampft. Abb. 37: Capsanthin + Zeaxanthin (Benzol,
Ca(OH),), Fullmasse schlecht gewdhlt, Adsorption zu stark, Entwicklung erschwert.
Abb. 38: Dasselbe auf CaCO;, Adsorption zu schwach, Farbstofflagc allzu ausgebreitet,

(Die Abb. 37—41 be

Verhdltnis zwischen Adsorbens- und Pigmentmenge unglinstig.
zichen sich auf dasselbe Farbstoff-Gemisch.)
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Abb. 30. Abb. 40. Abb. 41.

EinfluB des Lésungs- und Entwicklungsmittels. Capsanthin 1 Zeaxan-

thin auf CaCO;. Abb. 30: Benzol + Benzin (1:10) entwickeln unzureichend. Abb. 40:

Benzol + Benzin (1:4); richtig entwickelt. Abb. 41: mit Schwefelkohlenstoff richtig ent-
wickelt. (Die Abb. 37 bis 41 beziehen sich auf dassdlbe Farbstoffgemisch.)

13
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Abb. 44.

Abb. 42. Abb. 43.

EinfluB von Verunreinigungen. Abb. 42: Lycopinhaltiger Pflanzenextrakt

(Benzin, Ca(OH),). Abb. 43: Dasselbe, vor dem Aufgieen mit Schweinefettlésung

versetzt. Abb. 44: Kohauszug der Orangenschale (CS,, CaCOs); die natlirlichen Begleiter

des Lipochroms gestatten hier die unmittelbare Ausbildung eines feindifferenzierten
Saulenbildes.
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Abh, 45,

Nachwels desVitamins A mit Hilfe der Pinselmethode. Die Benzinlésung wurde auf
Ca(OH), chromatographiert und die ausgeprelde, farblos gebliebene Saule mit dem
’ CARR-PrucE-Reagens bestrichen.
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Aceton 47.

Acetylcellulose 159.

Acid clay 39.

Acridin 165.

Actinia equina 117, 125.

Actinio-erythrin 117, 125.

Actinoloba dianthus 125.
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Alkanna tinctoria 133.
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Alkannin-methylather 134.
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Aluminiumoxyd, Desaktivierimg
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Aluminiumoxyd,
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Astacin 123, 125.

Astacinester 124.

Astraphloxin 21.

Atioporphyrin 83.

Aufférben 154.

Auramin 0 153.

Auspressen des Adsorbens 50, 63.

Austausch Vorgange 18.

A-Vitamin 176.

Axinella cristagalli 125.

Azafranillo 111.

Azafrin 111

Azafrinal-1-methylester 131.
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Azaf rinon-aldehy d 129.

Azafrinon -amid 126.
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2,3-Benzanthracen 31.
1,2-Benzcarbazol 164. i
Benzidin 75.
Benzin 46.
[,2-Benz-5,6-(2',3'-naphto)-
anthracen 30.
Benzoazurin G 154.
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Benzol 46.
Benzopurpurin 4B 154.
1,2-Benzpyren 29, 32, 166.
3,4-Benzpyren 29, 32, 166.
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Birke 109. '
Bisanhydro-R-carotinon 126,

129.
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Bixa orellana 111.
Bixin-dialdehyd 129.

Bixol 111.

Bleicherde 39, 43, 67.
Bleisulfid 44.

Blut, Adrenalingehalt 163.
Blutkohle 44.
Blutserum-Bilirubin 85.
Blutserum-Carotinoide 114.
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Blutserum-lipochrom 114, 118.
Blutserum (Pferd) 121.
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Boletus satanas 132.
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Brenzcatechin 160.
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Calcium carbonicum praecipita-
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g-Carotin 23, 25 90 95 106, 107,
108, 109, 111, 113.

Carotin, iso 118.
Carotin, Isomerisierun
b-Carotin-monoxyd 119,
Carotinoide 87, 179.
Carotinoide, epiphasische 88. !
Carotinoide, hypophasische 88. |
Carotinoide, tierische 105.
Carotinoide Umwandlungspro-

bCarotlnon 28 119, 128, 129,
b-Carotinonaldehyd 126, 128, 129.
Carotinoxyd 128.

o-Caroton 128, 129.
Carr-Price-Reagens 75.
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Chimera monstrosa 158.
Chinin 172.
Chinizarin-a-carbonséure 132.
Chinovaséure 168.
Chloroform 47.

Chlorophyll 4, 76.
Chlorophyll a 77, 79, 104.
Chlorophyll b 77, 79.
Chlorophyll ¢ 78.
Chlorophyll-derivate 81.
Chlorophyll (Bakterien-) 80.
Chlorophyll, tierisches 80.
Cholenséuren 185.
Cholesterin 74, 183, 185.
Chromatogramm 2.
Chromatogramm, fllssiges 65.

Chromatogramm,  Sichtbarma-
chung 609.

Chromatogramm, unsichtbares
68.

Chromatographie 1.
Chrysen 29, 31, 164, 166.
Chrysophanol 133.
Chrysopterin 140.

! Cinchonin 172.

Cineol 157.

Cinobufagin 171.

Citraurin 111. )
Citrus aurantium 108, 111.
Citrus grandis 107.

Citrus madurensis 110.
Cladophora sauteri 112, 135.
Claviceps purpurea 173.

1 Coccinella septempunetata 125.

Co-Dehydrase 11
Co-enzyme 174.

175, 176.

* Colorimetrie 91.
- Corpus luteum 120, 136.

Corpus rubrum 120.

Co-Zymase 175.

Crocetin 111.
Crocetin-dimethylester 130, 131,
Crocus sativus 111.

Cucurbita maxima 109.
Cucurbita pepo 110.
Cupranilbraun B 155.

Cuscuta salina 109.
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Cuscuta subinclusa 1009.
Cyaninchlorid 145, 146, 147.
Cynthiaxanthin 124.

Daucus carota 106.
Dehydrierungsprodukte 167.
7-Dehydro-Cholesterin 180, 181.
Delphinidinchlorid 145.
Delphinidin-3'-methylather 147.
Dendrodoa grossularia 124.
Depotfett 118.
Desacetyl-hexahydro-cinobufa-
gonsaure 172.
Desaktivierung 38.
Desoxo-phyllerythro-étiopor-
phyrin 82.
Diamingrin G 33.
Diaminreinblau 155.
Diaminrosa FFB 33, 153, 155.
Dianilschwarz PR 155.
Diazoreagens 75.
1,2,5,6-Dibenzanthracen 30, 31.
1,2,6,7-Dibenzanthracen 31, 32.
2,3,6,7-Dibenzanthracen 31.
Dibenzcoronen (anti-diperi) 32.
2,3,5,6-Dibenzocumaron  165.
Dichlor-chinizarin-chinon 134.
Dichlormethan 47, 106.
Diffusionsgeschwindigkeit 17.
Digitalis 191.
Digitoxigenin, Lacton aus 169.
Dihydro-phéophorbid a 81.
Dihydro-pyrophdophorbid a 82.
Dihydro-rhodoxanthin 127, 130.
3,5-Dimethylanilin 161.

3,8-Dimethyldecapentaen-l-al-car- |
bonsaure-methylester 126. t
6,7-Dimethyl-flavin-9-essigsaure-
methylester 136.
Dimethylglyoxim 75. |
6,7-Dimethyl-9-n-amyl-f lavin 136. |
2,6-Dimethylnaphtalin 133. |
1,2-Dimethy 1-4-nitro- 5- amlnoben]
zol-d-glucosid 162. ,
3,5-Dimethyl-6-nitroanilin 161.
4,5-Dimethyl-2-nitroanilin 162. :
1,6-Dimethyloctatetraen-1-al-ear- !
bons&aure-methylester 126. |

Zechmeiater-Cholnoky,

Adsorptionsmethode.
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1,2:2',3-5,6:2",3"-Dinapht-
anthracen 30.

2,4-Dinitro-phenylhydrazin 70.

Diospyros costata 110.

Dioxan 159.

18-Dioxy-3-methy 1-anthrachinon
133.

Dipalmitylketon 156.

Dipenten 157.

Diphenyl 20.

Diphenyl-butadien 20.

Diphenyl-hexatrien 20.

Diphenyl-octatetraen 20.

Diphenyl-polyene 20.

Direktblau 2B 35, 36.

Direktbraun J 155.

Direkthimmelblau,
36, 155.

Disazofarbstoffe 33,

Dispersitat 38.

Doppelbindungen 22, 29.

Drachenblut 151.

Dracocarmin 151,

Dracorubin 151. ..

Drogen, pharmazeutische

D-Vitamin 180.

Dg-Vitamin 180.

grinlich 35,

153.

152.

190.

Echinenon 125.

Echinus esculentus 125.
Echtrot JTR 74.

Eibe 111.

Eichenholz-auszug 189.
Eidotter 121, 122, 179, 185.

. Eier-Sterin 185.

Einfihren der L6sung 60.

'| Einfillen des Adsorbens 57.

Einheitlichkeitsprifung 5.
Elution 3, 47, 90.
Elutionsmittel 47, 90.
Entmischung 88.
Entwickeln 2, 61.

; Enzyme 174.
¢ Eosin 36.

Eosin-methylester 36.
Epinephrin 163.

Epiphasische Farbstoffe 88.
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Equilenin 186, 187.
Equilenin-pikrat 187.
Ergoclavin 173, 174.
Ergosterin 74, 183, 184, 185.
Ergotamin 173, 174.
Ergotaminin 173, 174.
Ergotinin 173, 174.
Ergotoxin 173, 174.

Erika B 35, 36, 154.

Erika G extra 35, 36, 154.
Erioglaucin supra 153.
Erythropterin 139, 142.
Erythrosin 36.

Escobedia linearis 111.
Escobedia scabrifolia 111.
Euglena heliorubescens 112.
Euglenarhodon 112.
E-Vitamin 185.

Farbe 30.

Farblose Substanzen 68, 156.

Farbreaktionen 73, 75.
Farbstoffe, basische 152.
Farbstoffe, kinstliche 152.
Farbstoffe, natirliche 76.
Farbstoffe, saure 153.
Farbstoffe, substantivo 153.
Farb wachs 99.
Fasertonerde 40.
Farbevermégen 17.
Feststampfen 58.

Fette, Un verseif bares 157.
Fettkorper (Frosch) 122.
Fett (Huhn) 121.

Fett (Mensch) 118.

Fett (Pferd) 116, 121.
Fichtenrinden-auszug 189.
Fischleberdl 176, 182.
Flavanon 148.

Flavin 134.

Flavin-acetat 135.

Flavin (synthetisch) 136.
Flavorhodin 105, 113.

Flavoxanthin 23, 24, 91, 110.

Floridin 39.
Floridin XS 43.
Floridin XX F 39, 43.

Fluorescein 35, 36.
Fluoreszenz 71, 73.

Fluoreszenz-chromatogramm  71.

Flussiges Chromatogramm 65.
Folliculin 186.

Frankonit KL 43.

Fuchsin 153.

Fuchsin G 153.
Fuchsinschweflige Saure 75.
Fucosterin 104.

Fucoxanthin 23, 24, 91, 103, 104,

112. )
b-Fucoxanthin 103.
Fucus vesiculosus 103, 112.
Fullererde 43.

(Galenischo Préparate 190.
Gallenfarbstoffe 85.
Gallussaure 160.

Gang des Versuches 57.
Gefieder 122.

~ Genufmittel 148.

Geologische Prozesse 14.

" Geraniol 156.
. Gerbstoffe 188.

Gerbstoffextrakte 5, 188.
Geronsaure 70.

Geschichte 10.

Gifte, tierische 1609.

Gingko biloba 111.

Gips 39.

Gonepteryx rhamni 143
Gonocaryum pyriforme 107.
Grundlagen 1.

Guanopterin 140.

Hahnenfu? 110.
Haifischleberdl 158.
Halocynthia papulosa 124.
Handelsware, Kontrolle 9.
Harn-flavine 136, 138.
Harn-hormone 186.
Harn-lyochrom 136, 137, 138.
Harn-porphyrin 83.
Harn-pterin 143.
Harzfarbstoffe 151.

Haut (Frosch) 122.
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Heilbutt 123, 176.
Helenien 23.

Helianthus annuus 109.
Helix pomatia 80.
Helvetiablau 153.
Hontriakontan 104, 127, 156.
Hepaxanthin 178.
Heringsol 158.

Herzgifte 169.
Herzmuschel 124.
Hessisch Braun 2BN 155.
Hetero-auxin 74, 188.

176.
Holzpistill 58, 64.
Hormone 186.
Hydralo 41.
Hydroxylgruppe 22.
Hypophasische Farbstoffe 88.
Hypsypops rubicunda 123.

Identitatsprobe 7.
Indicator der Adsorption 69.
Indicatorrot ,33“ 70.
Indigo 187.

Indirubin 187.
Indolenin-blau 21.
Indolenin-gelb 21.
Indolenin-rot 21.
Indolenin-violett21.
3-Indolyl -essigsaure 188.
Insekten-pterine 139, 143.
Inulin 37.

I soboletol 132.

|socarotin 118, 128.
3-Isohexyl-naphtazarin 133.
|somerisation 5, 93.

3-Jonon 70.
J-Séure 33.
Judenkirsche 107.

Kalk 42.

Kammuschel 124.
Kanarien-xanthophyll 122.
Kaolin 44.

Kastanie 107.
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Kastanien-auszug 189.
Katechin 189.
4'-Keto-1',2",3',4'-tetrahydro-1,2-

benzpyren 166, 167.
Kieselgur 44.

" Kirsche 107.

" Kohlenwasserstoffe,

Klumpfisch 123.
Kohlenpréparate 44.
aromatische
24, 163.

* Kohlenwasserstoff CosH,o 168.
i Kohlenwasserstoff C,H, 168.
Hippoglossus hippoglossus 123,

Kohlenwasserstoffe, polycyclische
163.
Kongorot 155.

' Kongorot rein 33, 154.

Kongorot technisch 154.

Konstitution und Chromato-
gramm 19.

Koproporphyrine 85.

Kot-porphyrine 83.

Kroéte 170.

Krote, chinesische 171.

Krotengift 170.

Kryptoxanthin 24, 27, 91, 96,
99, 100, 108, 110, 111, 120,
121.

Krystallviolett 5BO 153.

Kuh 120.

Kupplungsstelle 35.

Kinstliche Farbstoffe 152.

Kirbis 110.

K-Vitamin 186.

Lachs 123.
Lactar-azulen 150.
Lactarius deliciosus 149.
Lactaro-violin 149.
Lactof lavin 134.
Lactof lavin-acetat 135.
Lavulinsaure 70.
Leber (Frosch) 122.
Leber (Mensch) 118.
Leber (Pferd) 121.
Leber (Schwein) 121.
Leber-lipochrom 105.
Leberdle 178, 180.
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Leontodon autumnalis 109.

Ligroin 46.

Lilium tigrinum 111

Limonen 156.

Lipochrom 105.

Lipochrom des Serums 85.

Literatur 14.

Lloyds Reagens 43.

Lophius piscatorius 123.

Ldsungsmittel 45, 90.

Léwenzahn 109.

LuftausschluR 51.

Lumi-aquof lavin 137, 138.

Lunge (Pferd) 121.

Lutein 23, 24, 27, 91, 97, 98,
108, 109, 110, 111, 112, 113,
116, 118, 121, 122.

Lycopersicum oseulentum 108.

Lycophyll 24, 26, 91, 102, 107.

Lycopin 23, 25, 90, 107, 108, 109,
111, 113, 118, 124, 125, 126,
129.

Lycopinal 126, 129.

Lycopinal-oxim 127.

Lycoxanthin 24, 27, 91,
107.

Lyochrome 134.

102,

Magnesiumoxyd 39, 42, 95.
Magnesiumphosphat  70.
Mais 96, 108.
Maja squinado 124.
Makrelenhecht 176.
Malachitgriin 153.
Mandarine 110.
Mesobilirhodin 87.
Mesobiliviolin 87.
Meso-Stellen 30.
Methodik 37.
Methylalkohol 47.
g-Methyl -cy clopenteno-phen.
anthren 167, 168.
Methylenblau D 153.
Methyl-heptenon 127.
Methylphaophorbid a 82.
Miesmuschel 124.
Mikro -adsorptionsrohr 57.
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Mikro-apparatur 56.
Mikro-ehromatogramm 56.
Mikro- Chromatographle 141.
Milch - 120.

Milchzucker 40, 173.

Milz (Pferd) 121.
Misch-chromatogramm 7.
Mist (Kuh) 120.

Mist (Pferd) 116.

Mist (Ratte) ,121.
Mohrriibe 96, 106.
Monoazo-farbstoffe 33, 153.
Mooshurger Tonerde 44.
Mutterkornalkaloide 173.
Mycobacterium phlei 113.
Mytillus californianus 124.
Myxoxanthin 112.
Myxoxanthophyll 112.

Nahrungsmittel 148.
Naphtacen 29, 31, 164, 165.
Naphtalin 29, 165.
[,2-(2',3'-Naphto-)anthracen 32.
2,3-(r,2'-Naphto)-anthracen 165.
Naphtochinon-Farbstoffe  132.
a-Naphtol 75.

b-Naphtol 75.

Naphtolgelb S 153.
Naphtol-sulfoséuren 74.
a-Naphtylamin 75.
Natriumsulfat 44.

Naturerden 43.

~Natdrliche Farbstoffe 76.

Nebenniere (Pferd) 121.
Neo-carotin 94, 95.
Neo-R-oxycarotin 128.
Nephrops norvegicus 123.
Neutrale Adsorption 67.
Nickelsulfat 75.

Niere (Pferd) 121.
Nitella opaca 112.
Nitraniline 160.
m-Nitrobenzaldehyd 75.
Nitrophenole 160.
co-Nitrostyrol 75.

Norit 44.

Norit A 106.
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Octatetraen -dicarbonsaure-
dimethylester 131.

Oedipoda miniata 125.

Oedogonium 112.

Oenin 147.

Oleanol 157.

Oleanylen 157.

Ole, Unverseifbares 157.

Orange (Frucht) 108, 111.

Orange | 35.

Orange Il 35, 153.

Orlean 111.

Orthagoriscus mola 123.

Oscillatoria rubrescens 112.

Ovarien (Frosch) 122.

Oxyazofarbstoffe 35.

a-Oxycarotin 128,

b-Oxycarotin 28,

4-Oxy-jO-carotinon-aldehyd 130.

b-Oxy-|6-carotinon-aldehyd-oxim
130.

b -Oxy-semi-carotinon 128.

Paeoninchlorid 145, 146, 147.
Palmdrachenblut 151.

Palmél 107.

Pappel 109.

Paprika 106, 111.
Paprika-farbstoffe 97, 101.
Parotide 170, 171.
Partialaffinitat 22.
Patentphosphin G 153.
Pecten maximus 124.
Pectenoxanthin 124,

Pektine 104.

Pentaxanthin 125.
Permanganat 75.

Perubalsam 190.

Perylen 32, 166.
Petaloxanthin 24, 91.
Petrolather 46.

Pferdefett 116.

Pferdeleber 121.

Pferdemist 116.
Pflanzen-Carotinoide 95, 106, 112.
Pharmazeutische Drogen 190.
Ph&ophorbid-a-geranylester 82.

129.
119, 128, 129.
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Ph&ophorbid b 82.

Phaophytin a 80.

Ph&ophytin b 80.

Phenanthren 29, 166.

Phenol 160.

Phenole 160.

Phlorogluzin 160.

Phloxin 36.

Phorbide 81.

Phylloporphyrinester 83.

Physalien 23, 107, 121, 129.

Physalienon 129.

Physalis Franchetti 107.

Picen 165.

Picofulvin 122.

Pilzfarbstoffe 149.

Pilz-polyene 112.

Pink grapefruits 107.

Pinselmethodo 74.

Placenta 118.

Platane 109.

Polycyclische Kohlenwasserstoffe
163.

Polyene, natirliche 22.

Polyene, synthetische 20.

Porphyrie 84.

Porphyr ine 83.

Probophorbid 82.

Provitamin D 183, 185.

Prunus armeniaca 107.

Pseudo-a-carotin 94, 128.

Pterine 138.

Pterine, Mikromethodik 141, 143.

Puderzucker 37, 40, 77, 78.

Puffergemische 66.

] Pyren 29, 165, 166.

Pyrrhocoris apterus 125.

Quarzlampe 71.
Quebrachoholz-auszug 189.

Rana esculenta 122.
Ranunculus acer 110.
Rattenfischol 158:
Resorcin 160.

: Rhabarber 109.

1 Rhodopin 105, 113.
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Rhodopurpurin 105, 113.
Rhodovibrin 105, 113.

Rhodovibrio-bakterien 104, 113. !

Rhodoviolascin 104, 105, 113.

Rhodoxanthin 23, 24, 27, 110,

111, 127.
Rhodymenia palmata 112.
Riesenkirbis 109.
Rogen 123.
Rohchlorophyll 79.
RohrgréRe 53.
Rosa rubinosa 109.
Rosa rugosa 108.
Rose bengale 36.
RoRkastanie 106, 108.
Rote Hefe 112.
Rotwein 148.
Rubixanthin 24, 91, 108, 109.

Safran 111.

Safranin OO 153.
Salmensdure 123.
Salmo salar 123.
Salzzusatz 63, 154, 155.
Sanguis draconis 151.
Sapogenin 157.

Sarcina aurantiaca 113.
Sarcina lutea 112, 113.
Sarcinin 112, 113.
Sarmentocymarin 169.
Sarmentogenin 1609.
Sarsa-sapogenin  157.
Saule 2.

Saule, Zerschneiden 63.
Saurefarbstoffe 153.
Schiff sehe Basen 161.
Schlangengift 172.
Schliff-apparate 51.
Schnabelepidermis 122.
Schneckenleber 80.
Schweineleber 121.
Schwefelbakterien 104.
Schwefelkohlenstoff 46.
Scombresox saurus 176.
Secundér-adsorption 63.
Seeigel 125.

Seenelke 125.

|
1
i

Sachverzeichnis.

Seerose 125.

Seespinne 124.
Seeteufel 123.

Selachylalkohol 158.

i Semi-oc-carotinon 129.

Semi-R-carotinon 28, 119, 128.
Sensibamin 173, 174.

: Serum-Carotinoide 85, 114, 116.

Serum-lipochrom 85, 114.
Sesquiterpene 150.

~ Sichtbarmachung des Chromato-

gramms 69.
Silicagel 44.
Solanum dulcamara 102, 107.
Sonnenblume 109.
Spektroskopie 92.

- Spezieller Teil 76.

Spinacia olcracea 107.
Spinat 107.

. Spirilloxanthin 112,

Spirillum rubrum 112
Sprit-eosin 36.

Squalen 158.
Staphylococcus aureus 113.
Steingarnele 123.

Stilben 20.

. Strophanthus-Samen 169.

Substantive Farbstoffe 153.
Sulcatoxanthin 125.
Synthetische Flavine 136.

" Tagetes ereeta 107.

Talcum 44.

Talg (Kuh) 120.

Tanigan O 189.

Tannin 189.

Taraxacum officinale 97, 1009.

Taraxanthin 23, 24, 91, 97, 109,
110, 112, 123.

Tarsalhaut 122,

Taube 122.

" Taxus baccata 111.

Tealia felina 125.
Teerfarbstoffe 148, 152.

. Terpene 104.
* Tetraacetyl-lactof lavin 135.
" Tetraalkyl- ammonlumhydroxyd

70.
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Tetrachlorkohlenstoff 47.
Theoretische Grundlagen 14.
Theragra chalcogramma 178.
Thiocystis-bakterien 104, 113.
Thuja 110. -
Thunfischleberdl 182.
Tierische Carotinoide 105.
Tierisches Chlorophyll 80.
Tierische Gifte 169.
a-Tocopherol 186.

Tomate 108.

Tonsil 44.

Torula rubra 112.

Torulen 112

Trauerweide 109.
Tricyclo-crocetinester 131.
Triphenylmethan-farbstoffe 5.
Trisazo-farbstoffe 33.
Tropaeolum 107.
Tuchechtblau B 153.-
Tuchechtschwarz B 153.

Ulmus campestris 111.

Ultra-Chromatographie 71.

Unsichtbares Chromatogramm
68.

Un verseif bar er Rest 157.

Urochrom 83.

Uroflavin 136.

Uropterin 73, 143.

Urtica dioica 106.

Verbindungen, aliphatische 156.

Verbindungen, aromatische 160.

Verbindungen, hydroaromatische
156.

Verdrangimg 15, 192.

Verdrangimgsvorgange 18, 192.

Verfalschung 148.

Vespa crabro 143.

Viktoriablau B 153.

Violaxanthin 23, 24, 91, 109, 110,
111, 121.

Viskositat (Cellit) 160.

Vitamine 176.

l

' Vitamin D, 69,
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Vitamin A 75, 121, 176, 177, 179.
a-Vitamin A 177, 178.
b-Vitamin A 177, 178.

Vitamin B, 180.

Vitamin D 180.

180.
Vitamin-Dg(-Dinitrobenzoat) 181.
Vitamin E 185.

Vitamin K 186.

Vitellorubin 124.

Vogelarten, Gefieder 122.

Wacholder-Milchling

Walol 123.

Wasserfrosch 122

Wasserstoffionen-konzentration
66.

WéRrige Losungen 66.

Wein 148.

Weinbergschnecke 80.

Weinfarbstoff 148.

WeilRwein 148.

Weizen 108.

Weizenkeim6l 185, 186.

Wollviolett 4BN 19.

149.

Xanthophyll 107, 108, 112, 113,
116, 118, 120, 121, 123, 124,
179.

Xanthopterin 139, 140, 141, 142.

Xylenrot B 153.

Xylol 62.

Zea mays 108.

Zeaxanthin 23, 24, 26, 91, 98,
99, 100, 108, 109, 111, 112,
113, 118, 120, 121, 122, 123,
127, 130.

Zeaxanthin-caprinat 100.

Zeaxanthin-palmitat 23.

Zerschneiden der Saule 63.

Zitronenfalter 143.

Zucker 37, 40, 77, 78. -

Zuckerarten :





















