10 Adsorption von gelosten Substanzen an
Festkdrpern

10.1 Allgemeines
10.1.1 Geschichtliche Entwicklung

Als dltestes der auf Adsorptionseffekten beruhenden Trennverfahren ist wohl die
Papier-Chromatographie anzusehen, die bereits von Goppelsroeder (1861) auf Grund
einer Anregung von Schénbein (1861) ausgearbeitet wurde. Die Bezeichnung ,,Chro-
matographie” rithrt her vom Auftreten farbiger Zonen beim Trennen gefarbter Sub-
stanzen, dem ersten Anwendungsgebiet; selbstverstandlich konnen auch farblose
Stoffe getrennt werden.

Die Methode kam nach Verbesserungen von Brown (1939) sowie Consden et al.
(1944) zu grofler Verbreitung. Eine Erweiterung und Verallgemeinerung des Verfah-
rens, die Diinnschicht-Chromatographie, geht auf Ismailov und Schraiber (1938) zu-
riick, erlangte aber erst nach Arbeiten von Stahl et al. (1956) gro3ere Bedeutung.

Die Technik der Adsorptions-Chromatographie in Sdulen wurde im Wesentlichen
von Tswett (1903) erarbeitet, dessen Verdienst vor allem in der Einfithrung der Ent-
wicklungstechnik besteht. Das Verfahren geriet jedoch in Vergessenheit und wurde
erst von Kuhn et al. (1931) wieder entdeckt.

Die Entwicklung zu chemisch selektiv wirkenden Sorbenzien ist zum einen durch
die Nutzung biologischer Rezeptoren (Lerman, 1953), als auch durch die Synthese mo-
lekular geprégter Polymerstrukturen (Mosbach, Shea & Wulff, 1980) erheblich voran-
getrieben worden.

10.1.2 Hilfsphasen - Verteilungsisothermen — Geschwindigkeit der
Gleichgewichtseinstellung - irreversible Adsorption

Hilfsphasen. Beiden Verfahren, die zur Trennung die Adsorption aus Lsungen ver-
wenden, arbeitet man mit zwei Hilfsphasen, einem fliissigen Losungsmittel und dem
festen Adsorbens.

Die Adsorptionsisothermen sind — ebenso wie bei der Adsorption von Gasen an
Festkdrpern — meist ungeradlinig; man beobachtet haufig Isothermenformen nach
Freundlich oder Langmuir oder BET-Isothermen (vgl. Abb. 9.1 und 9.2), doch kommen
auch sehr unregelméfige Formen vor (vgl. Abb. 10.1).

Durch schwaches Beladen der Adsorbenzien kann man in vielen Fallen im prak-
tisch geradlinigen Teil der Isothermen arbeiten, und durch Inaktivieren des Adsorbens
(z. B. durch Anfeuchten) lasst sich oft der geradlinige Teil nach htheren Konzentratio-
nen hin erweitern.
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Bei der graphischen Darstellung von Adsorptionsisothermen wird im Allgemei-
nen die Konzentration im Adsorbens als Mengenverhéltnis (z. B. mg adsorbierte Ver-
bindung pro g Adsorbens) und die Konzentration in der Lésung in der Dimension g/v
(z. B. g GelGstes pro 100 ml Losung) gewahlt.

(a)

Ca (b)
Abb. 10.1: Adsorptionsisothermen an Al,05.
(c) a) Phenol in H,0, + 58 °C;
b) Azofarbstoff aus Sulfanilsdure und 2-Hydroxy-
naphthalin-3,6-disulfosaure, + 49 °C u. + 60 °C;
C,— ) Naphthalin in 2,2,4-Trimethyl-pentan, + 20 °C.

Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung. Die Adsorptionsgleichgewichte
stellen sich gewOhnlich innerhalb weniger Sekunden ein, sofern nicht durch gréfiere
Diffusionsstrecken in der Losung Verzogerungen eintreten. Allerdings werden auch
wesentlich groflere Zeiten (Minuten) angegeben. Ferner wird bei einigen Adsorpti-
onsprozessen die Hauptmenge schnell adsorbiert, und erst bei langerer Beriihrung
von Losung und Adsorbens wird noch ein geringer weiterer Teil des Gelosten von der
festen Phase aufgenommen.

Irreversible Adsorption. Haufig kann eine kleine Menge an adsorbierter Substanz
nicht ohne weiteres wieder desorbiert werden, die Adsorption ist dann fiir diesen An-
teil praktisch irreversibel. Bei Verbindungen, die in grof3erer Menge vorliegen, kann
diese Storung meist vernachldssigt werden, aber bei der Trennung von Spurenbe-
standteilen werden die auf diese Weise entstehenden Verluste untragbar grof3. Der
Effekt ist mit einer hohen Adsorptionsenthalpie fiir die ersten adsorbierten Anteile
(> 25 kJ/mol) verkniipft. Man kann diese Stérung durch teilweises Inaktivieren des
Adsorbens verringern.

10.1.3 Adsorbenzien

Liegen die zu trennenden Verbindungen in wassriger Losung vor, so werden meist
AL, O, (fiir polare Verbindungen) oder Aktivkohle (fiir unpolare Substanzen) als Ad-
sorbenzien verwendet.
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Sind die Analysensubstanzen in organischen Fliissigkeiten geldst, so kann man
Trennungen mit einer ganzen Anzahl sauerstofthaltiger hydrophiler Verbindungen
durchfiihren, die nach abnehmender Adsorptionsfihigkeit in folgender Reihe (,,Zech-
meister’sche Reihe“) angeordnet werden kdnnen:

Al,0; — Al(OH); — MgO — Ca0 - Ca(OH), — CaC0; - CaSO, —
Ca3(P0O,), — Talk — Zucker — Inulin.

Diese Reihenfolge liegt nicht vollig fest, sondern hangt mit von der Natur der adsor-
bierten Stoffe ab; man findet daher in der Literatur verschiedentlich auch etwas an-
dere Anordnungen.

Aufler diesen Adsorbenzien werden in grof3em Umfange verschiedene Sorten von
Silicagel, Cellulose und Cellulosederivate, sowie gelférmige organische Polymere ein-
gesetzt. Erwdhnt seien ferner Hydroxylapatit, Kalziumphosphate, Magnesiumphos-
phat, Magnesiumsilicat, Glas- und Quarzpulver und mehrere organische Polymere
wie einige Polyamide, Polyacrylamid und Polyacrylnitril. Auch Molekularsiebe lassen
sich zu Trennungen geloster Verbindungen (in nichtwissrigen Losungsmitteln) ver-
wenden.

Einige der angefiihrten Adsorbenzien wurden bereits im vorigen Abschnitt behan-
delt; die Eigenschaften einiger weiterer seien im Folgenden beschrieben.

Aluminiumoxid diirfte das in der analytischen Chemie am haufigsten verwendete
Adsorbens sein, da es ein ausgezeichnetes Adsorptionsvermdgen fiir fast simtliche
anorganischen und organischen Verbindungen besitzt. Es kann sowohl fiir wassrige
als auch fiir nichtwassrige Losungen angewendet werden.

Das aktivste Produkt erhdlt man durch Erhitzen von gefdlltem Aluminiumhy-
droxid auf etwa 350 °C; es ist hygroskopisch; durch Wasseraufnahme wird die ,,Ak-
tivitat“ (d. h. Adsorptionsfahigkeit) verringert. Man nutzt dieses Verhalten aus, um
durch Zugabe definierter Mengen an Wasser Oxide verschiedener Aktivitdten zu er-
halten (Tab. 10.1).

Tab. 10.1: Aktivitatsstufen von Aluminiumoxid

Wasserzugabe Aktivitatsstufe
(%) (n. Brockmann)

0 |

3,0 1l

4,5 11l

9,5 [\

15 Vv

Die Aktivitat 1asst sich mithilfe verschiedener organischer Farbstoffe, deren Adsorpti-
onsverhalten ermittelt wird, kontrollieren. Die kduflichen Aluminiumoxide enthalten
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meist noch geringe Mengen an Alkali (Na,CO5) oder an Kalziumverbindungen, die
bei der Trennung von Sauren oder Basen von Bedeutung sind. Auch hinsichtlich des
Alkaligehaltes standardisierte Sorten sind erhdltlich, die mit Wasser eine bestimmte
pH-Einstellung ergeben (Messung in 10 %iger Aufschlimmung).

Die spezifische Oberflaiche der Aluminiumoxid-Praparate ist relativ niedrig, sie
wird mit etwa 200-250 m?/g angegeben. Die Partikelgréfe betrdgt im Allgemeinen
ca. 70 pm.

Die Adsorptionsisothermen sind an Al, O oft geradlinig, insbesondere wenn man
mit etwas wasserhaltigen Praparaten und bei geringer Beladung arbeitet; anderseits
wurden des Ofteren auch sehr unregelmifige Isothermen gefunden (vgl. Abb. 10.1).
Das Verhalten des Aluminiumoxids bei der Adsorption wurde sehr eingehend unter-
sucht, und man kann einige Regeln iiber die Retention verschiedener Stoffklassen auf-
stellen.

Empfindliche organische Verbindungen kénnen bei der Adsorption an Al,0; in-
folge der katalytischen Wirksamkeit der Oberflache verdandert werden.

Silicagel ist nicht nur zur Trennung von Gasen (vgl. Kap. 9), sondern auch von ge-
16sten Stoffen von grofler Bedeutung. Auch bei diesem Adsorbens werden oft lineare
Isothermen — wenigstens in kleinen Konzentrationsbereichen — beobachtet. Die Po-
renweiten sind nur von geringem Einfluss auf die Trennungen, da normalerweise die
Molekiildurchmesser klein genug sind, sodass die Teilchen ungehindert in das Inne-
re des Gels eindringen kénnen. Nur bei Trennungen an sehr engporigen Gelen tre-
ten gelegentlich merkliche Siebeffekte auf. Die Aktivitat fallt mit steigendem Wasser-
gehalt.

Man hat bis zu einem gewissen Grade mit Erfolg versucht, Silicagele mit spezifi-
schen Trennwirkungen dadurch herzustellen, dass man die Fallung in Gegenwart der
zu adsorbierenden organischen Verbindung durchfiihrte, wodurch der inneren Ober-
flache eine bestimmte Struktur aufgepréagt werden soll. Gréf3ere Bedeutung haben der-
artige Gele jedoch bisher nicht erlangt.

Magnesiumsilicat. Durch Zusammengeben von Magnesiumsulfat- und Natrium-
silicat-Losungen, Auswaschen und starkes Erhitzen der Niederschldge erhdlt man
Produkte, die sich als Adsorbenzien zur Trennung zahlreicher organischer Verbin-
dungen bewahrt haben. Die Aktivitat 1dsst sich durch Zugabe von Wasser (ca. 7-35 %)
beeinflussen; die Aktivierung erfolgt meist bei etwa 650°, wodurch ein praktisch was-
serfreies Produkt entsteht. Wenn bei tieferen Temperaturen (z. B. 110-250°) aktiviert
wird, bleiben geringe Wassermengen in dem Material zuriick.

Die spezifische Oberfldche betrigt etwa 200 m?/g; sie hidngt stark vom Restgehalt
an Na, SO, ab, der von der Herstellung des Magnesiumsilicates herriihrt. Die handels-
iiblichen Produkte enthalten etwa 0,2-0,5% Na,SO,.

Magnesiumoxid ist in den Adsorptionseigenschaften bis zu einem gewissen Grade
dem Al, O, vergleichbar, hat allerdings nicht dessen Bedeutung erlangt, da wegen der
leichten Wasseraufnahme und -abgabe Storungen auftreten konnen. Man verwendet
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am besten Priparate mit einer spezifischen Oberfliche von etwa 90 m?/g und einem
Wassergehalt von 3-7 %.

Porose Gldser; porése Quarzkugeln. Durch Auslaugen l6slicher Anteile aus zwei-
phasig erstarrten Borosilicatglasern erhdlt man pordse Strukturen, deren Porendurch-
messer sich durch die Herstellungsbedingungen und die Konzentration der 16slichen
Teile beeinflussen ldsst. Die Poren dieser Materialien sind von unterschiedlicher
Grofie, doch lasst sich die Verteilung in relativ engen Grenzen halten. Das Trennver-
mogen ist daher deutlich schlechter als das der Molekularsiebe, dafiir ist aber die
Saurebestdndigkeit wesentlich besser.

Auch pordse Quarzkiigelchen sind hergestellt und zu Trennungen verwendet wor-
den; man erhalt sie durch Gliihen von Silicagelen.

Cellulose wird als Pulver oder Papierstreifen in groflem Umfange fiir Trennungen
verwendet. Die Wirksamkeit beruht nicht allein auf Adsorption, sondern — zumindest
bei einem Teil der Anwendungen — zusatzlich auf einer Verteilung der zu trennen-
den Substanzen zwischen dem organischen Losungsmittel und der Wasserhaut auf
der Oberflache der Celluloseteilchen. Ferner konnen Ionenaustauschreaktionen mit
Carboxylgruppen des Adsorbens eintreten. Die verschiedenen Effekte lassen sich je-
doch experimentell kaum voneinander unterscheiden, die Cellulose soll daher in die-
sem Abschnitt unter ,,Adsorbenzien“ abgehandelt werden.

Aufier gewohnlicher Cellulose werden noch chemisch modifizierte Produkte, z. B.
Acetylcellulose, eingesetzt; diese sind z. T. hydrophob und zur Trennung wasserunlés-
licher Verbindungen geeignet (vgl. auch Kap. 11, ,Jonenaustauscher®).

Hochpolymere Gele. Als ,Gele“ bezeichnet man hochpolymere organische Substan-
zen, die unter Quellung Lésungsmittel aufnehmen kénnen und dann ein pordses drei-
dimensionales Netzwerk bilden. Gel6ste Molekiile konnen aus der Losung in das Inne-
re der Gele eindringen, wobei aufier der Adsorption noch ein Siebeffekt auftritt; durch
diesen werden Molekiile mit Durchmessern, die iiber der Porenweite liegen, ausge-
schlossen. Der Siebeffekt derartiger Verbindungen wurde zuerst bei Trennversuchen
mit gequollener Starke beobachtet, spater wurden besser wirksame synthetische Ver-
bindungen hergestellt.

Zwischen diesen Gelen und den oben erwdahnten porésen Polymeren bestehen
insofern Beziehungen, als man die Quellfdhigkeit der Gele durch steigende Zusatze
von vernetzenden Verbindungen fast nach Belieben herabsetzen kann. Wenn in die
Polymeren saure oder basische funktionelle Gruppen eingebaut werden, ergeben sich
die sog. ,Jonenaustauscher® (vgl. Kap. 11).

Man unterscheidet hydrophile und hydrophobe Gele.
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Die wichtige Gruppe der hydrophilen ,,Dextran-Gele“ wird aus dem bakteriellen
Stoffwechselprodukt Dextran, einem Polysaccharid, durch Vernetzen mit Epichlorhy-
drin

0 CH Cl

CH, CH,

hergestellt (Abb. 10.2).
Unter dem Namen ,,Sephadex®“ sind mehrere Typen im Handel, die sich im Ver-

netzungsgrad und damit in den durchschnittlichen Porengréfien unterscheiden. Sie
werden fiir Fraktionierungen in verschiedenen Molekulargewichtsbereichen verwen-
det (Tab. 10.2).

o Abb. 10.2: Aufbau von Dextran-Gelen (schematisch).

Von weiteren hydrophilen Gelen seien vernetzte Agarose und vernetztes Acrylamid
erwahnt.

Vernetzte Polyethylenoxide kénnen zu Trennungen sowohl in wassrigen als auch
in organischen Losungen verwendet werden, sie leiten zu den organophilen Gelen
iiber. Diese werden vor allem aus Styrol, Vinylacetat oder Methylmethacrylat herge-
stellt.

Eine etwas unterschiedliche Klasse von Adsorbenzien stellen die Polyamide dar;
man erhalt diese entweder durch Polykondensation von w-Aminocarbonsauren oder
aus aliphatischen Diaminen und Dicarbonsduren. So entsteht aus Caprolactam

CO

/
(CHy)s (6 C-Atome)
ONNH
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Tab. 10.2: Sephadex®-Typen

Typ Ungeféhrer Fraktionierungsbereich
(Verbindungen héheren Molekulargewichts werden ausgeschlossen)

G- 10 bis 700

G- 15 bis 1500

G- 25 100- 5000
G- 50 500- 30000
G- 75 3000- 70000
G-100 4000-150000
G-150 5000-400000
G-200 5000-800000

das sogen. 6-Polyamid (,,Perlon®*)

- CO - NH = (CH,)5 - CO - NH = (CH,)5 — CO - NH —

und aus Hexamethylendiamin (6 C-Atome) und Adipinsdure (6 C-Atome) das 6,6-
Polyamid (,,Nylon® “)

~CO = NH - (CHy)g — NH = CO = (CHy), — CO = NH -.

Die Polyamide konnen verschiedene organische Verbindungen in fester Losung
aufnehmen, sie besitzen daher eine wesentlich héhere Kapazitdt als die anderen
Adsorbenzien. Die Kapazitdt hangt allerdings stark von den Bedingungen bei der
Herstellung dieser Substanzen ab; sie ist am grof3ten, wenn die einzelnen Ketten un-
regelmaflig gelagert sind, und am kleinsten bei gestrecktem Material mit regelmafiiger
Lagerung der Molekiile.

Die Sorptionsisotherme von Phenol an Perlon® verl4uft bis zu mittleren Konzen-
trationen geradlinig und steigt dann an, bis das Polyamid erweicht. In anderen Syste-
men wurden Langmuir-Isothermen gefunden.

Adsorbenzien fiir die Affinitdts-Chromatographie. Bei der von Lerman (1953) ange-
gebenen sog. ,,Affinitdts-Chromatographie” wird die hohe Selektivitdt von Enzym-
reaktionen zum Verbessern chromatographischer Trennungen ausgenutzt. Die Wir-
kung von Enzymen besteht bekanntlich darin, dass sich eine bestimmte Stelle des
Molekiils mit dem ,,Substrat“ (d. h. dem Reaktionspartner) verbindet. Weiterhin gibt
es sog. ,,Inhibitoren®, die die normale Enzymreaktion dadurch blockieren, dass sie
vom Enzym fester gebunden werden als das Substrat.

Bindet man entweder ein Substrat oder einen Inhibitor so an eine feste, unlos-
liche Geriistsubstanz, dass die Reaktion mit dem Enzym noch stattfinden kann, so
stellt dieses Material ein selektives oder sogar spezifisches Adsorbens fiir das betref-
fende Enzym dar. Derartige Adsorbenzien lassen sich z. B. durch etherartige Bindung
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von Substraten und von Inhibitoren an Cellulose oder andere Polysaccharide herstel-
len. Umgekehrt kann man auch Enzyme an Geriistsubstanzen verankern und mit dem
erhaltenen Adsorbens Inhibitoren selektiv isolieren.

Zu erwahnen ist hier ferner die Anwendung der ebenfalls sehr selektiven Antigen-
Antikorper-Reaktion (vgl. Kap. 12) zur Isolierung von Antikérpern. Man bindet z. B. Al-
bumin als Antigen an Cellulose (Lerman) oder verestert lonenaustauscher, die COOH-
Gruppen enthalten (vgl. Kap. 11) mit Antigenen (Isliker, 1954). Das erhaltene Material
hilt dann die zugehorigen Antikorper selektiv fest (es handelt sich beim zweiten Bei-
spiel nicht um eine Ionenaustauschreaktion).

Diese Reaktionen zwischen Adsorbens und geldster Substanz lassen sich um-
kehren, d.h. die Enzyme, Inhibitoren oder Antikérper kénnen durch Andern der
Versuchsbedingungen wieder abgeldst werden. Besonders die Nutzung von hoch-
selektiven Antikdrpern ermdoglicht heutzutage die Anreicherung von Spurenstoffen
aus komplexen fliissigen Matrices (z. B. Urin, Abwasser, Milch etc.). Neuere Entwick-
lungen nutzen pordses Sol-Gel-Glas als einschlieflendes Medium fiir frei bewegliche
Antikorper zur selektiven Vorreinigung und Anreicherung.

Molekular geprdgte Polymere. Diese molekular geprdgten Phasen (angelsichs.:
,molecularly imprinted polymers“, MIPs) stellen den Versuch dar, biomimetische
Rezeptoren in die Trenntechnik einzufiihren. Diese von Wulff (1980) und Mosbach
(1981) eingefiihrte Technik nutzt ein molekulares Priageverfahren, bei dem geméf dem
Schliissel-Schloss-Prinzip der abzutrennende Analyt als Templat fiir eine Polymersyn-
these dient. Nach der Polymerisation wird das prdgende Molekiil herausgewaschen.
Der entstandene Hohlraum dient im Trennexperiment als aufnehmende Kavitat.

10.1.4 Losungsmittel bei der Adsorption aus Losungen

Bei den Adsorptionsprozessen spielt das Losungsmittel eine entscheidende Rolle, da
dessen Molekiile ebenfalls adsorbiert werden und dadurch die Verteilungskoeffizien-
ten der gel6sten Verbindungen sehr stark beeinflussen. Fiir hydrophile Adsorbenzien,
z. B. Al,05, kann man die Losungsmittel nach ihrer Wirksamkeit beim Eluieren in ei-
ner Reihe anordnen (eluotrope Reihe nach Trappe, 1940):

Petrolether — CCl, — Trichlorethylen — Benzol - CH,Cl, — CHCl3 -
Diethylether — Ethylacetat — Aceton — n-Propanol — Ethanol -
Methanol — Wasser — Pyridin.

Die Losungsmittel am Anfang dieser Reihe werden am schwéchsten adsorbiert; darin
geloste Verbindungen kénnen daher vom Adsorbens besonders gut festgehalten wer-
den. Die Fliissigkeiten am Ende der Reihe besetzen selbst die aktiven Zentren des Ad-
sorbens sehr fest, geloste Stoffe konnen daher kaum noch adsorbiert werden. Ander-
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seits kann man mit diesen Losungsmitteln bereits adsorbierte Substanzen besonders
gut vom Adsorbens verdrangen. Durch Mischen mehrerer Losungsmittel lassen sich
die desorbierenden Eigenschaften fast nach Belieben abstimmen.

Die obige Reihe dndert sich geringfiigig, wenn man zu anderen polaren Adsorben-
zien iibergeht, starke Anderungen ergeben sich bei Verwendung unpolarer Adsorben-
zien, z. B. von Aktivkohle.

Bei der Anwendung derartiger Reihen muss man sich jedoch dariiber im Klaren
sein, dass spezifische Wechselwirkungskrafte zwischen Geldstem und Adsorbens oder
Losungsmittel nicht beriicksichtigt werden, sodass des Ofteren UnregelméaRigkeiten
auftreten. Aus demselben Grunde sind auch Versuche, die eluierende Wirkung von
Losungsmitteln durch Kennzahlen zu erfassen, nur teilweise von Erfolg gewesen.

10.1.5 Verteilungskoeffizienten und Trennfaktoren

Die Verteilungskoeffizienten hangen bei der Adsorption wegen der meist ungeradlini-
gen Isothermen im Allgemeinen von der Konzentration des Geldsten ab, ferner wer-
den sie von Losungsgenossen beeinflusst; dieser Einfluss macht sich vor allem bei
hohen Konzentrationen bemerkbar, er kann bei niedrigen Konzentrationen praktisch
verschwinden.

Die Verteilungskoeffizienten besitzen daher bei Adsorptionsverfahren nur eine
geringere Bedeutung als etwa bei der Verteilung zwischen zwei fliissigen Phasen.

Vorteilhaft ist, dass man hohe Verteilungskoeffizienten durch teilweises Inaktivie-
ren des Adsorbens und durch Verbessern der 16senden Wirkung des Losungsmittels
in fast beliebigem Umfange verringern kann.

Bei der Anreicherung von Spurenbestandteilen aus stark verdiinnten Losungen
ist die Tatsache von Bedeutung, dass die Verteilung gerade bei kleinen Konzentra-
tionen des GelGsten oft stark zu Gunsten der festen Phase liegt. So sind z. B. bei der
Adsorption von Wolfram (VI) und Molybdéan (VI) an Al,0;5 Verteilungskoeffizienten
> 10> und Trennfaktoren fiir die Trennung von Mo und Re bzw. von W und Re von ca.
10* beobachtet worden.

Anders liegen die Verhiltnisse, wenn Trennungen an Gelen mithilfe von Sieb-
effekten (Gr63enausschluss) durchgefiihrt werden. Im einfachsten Falle ist hierbei die
Adsorption zu vernachldssigen; definiert man den Verteilungskoeffizienten als das
Verhiltnis der Konzentration in der fliissigen Phase im Inneren des Gels zur Konzen-
tration in der duferen Losung, so ist dessen Wert entweder O (volliger Ausschluss des
Gelosten) oder 1 (ungehindertes Eindiffundieren in das Gel). In Wirklichkeit beobach-
tet man aber auch Werte zwischen 0 und 1, die als teilweiser Ausschluss gedeutet wer-
den, sowie Verteilungskoeffizienten, die wesentlich {iber 1 liegen; bei diesen spielen
offenbar Adsorptionseffekte eine wesentliche Rolle.
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10.2 Trennungen durch einmalige Gleichgewichtseinstellung

Bei Adsorptionstrennungen durch einmalige Gleichgewichtseinstellung sind ver-
schiedene Arbeitsweisen zu unterscheiden: Entweder fiihrt man das Adsorbens in die
Losung der zu trennenden Substanzen ein (entweder als Granulat oder als pordse,
sorbierende Oberfliche auf einem Trédger) und trennt dieses nach Durchfiihrung des
Adsorptionsvorgangs ab (,,Batch-Verfahren*), oder man erzeugt das Adsorbens in der
Losung selbst durch eine Fillungsreaktion, wobei die zu adsorbierenden Substan-
zen mitgerissen werden (,,precipitation from homogeneous solution*). Dieser sog.
»MitreiBeffekt“ soll jedoch erst spéter bei der Behandlung der Fillungsmethoden (s.
Kap. 12) erortert werden, da hierbei auer der Adsorption noch andere Erscheinungen
von Bedeutung sind.

Das Einriihren von Adsorbenzien in Losungen wird in der analytischen Chemie —
im Gegensatz zur praparativen und technischen Chemie — nur verhaltnismaflig sel-
ten angewandt. Dieses Verfahren dient vor allem zum Entfernen von Naturstoffen aus
stark verdiinnten wéissrigen Losungen (z.B. konnen reduzierende Bestandteile aus
Zuckerl6sungen mit Aktivkohle entfernt werden); es spielt eine betridchtliche Rolle bei
der Anreicherung von Enzymen. Zu erwdahnen sind hier ferner Verfahren zum Konzen-
trieren wissriger Proteinldsungen; man gibt trockenes Sephadex® zu, welches Wasser
und andere niedermolekulare Verbindungen aufnimmt, wahrend die hochmolekula-
ren Eiweif3kdrper ausgeschlossen bleiben.

Als Beispiel aus der anorganischen Analyse sei die Abtrennung von Phosphat an-
gefiihrt; dieses wird als Bariumphosphat an einem in die Lsung eingeriihrten BaSO,,-
Niederschlag adsorbiert.

Festphasen-Mikroextraktion. Die Festphasen-Mikroextraktion (angelséchs.: ,solid-
phase microextraction“, SPME) wurde Ende der 80er Jahre eingefiihrt, um sowohl im
Labor als auch vor Ort rasche Anreicherungen aus wassrigen Losungen ohne grofie
organische Losemittelvolumina zu ermdglichen. Dabei befindet sich die adsorbieren-
de Phase meist auf einer Faseroberflache, welche dann zur Gleichgewichtseinstellung
in die zu vermessende Losung gebracht wird. Der Prozess besteht aus zwei Schritten:
Der Adsorption und der Desorption.

Haufig ist es eine Kombination aus schwerfliichtiger und/oder fester Phase, wel-
che zur Anreicherung verwendet wird. Inzwischen finden so bereits Beschichtungen
aus ionischen Fliissigkeiten Verwendung. Besonders die Kombination der Anreiche-
rung in einer Injektions-Spritzenkaniile und der GC ist weit verbreitet. Das Mikro-
verfahren ist besonders fiir die Bestimmung leichtfliichtiger Analyten geeignet (vgl.
Tab. 10.3)
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Tab. 10.3: Festphasen-Mikroextraktion mit Fasern zur Voranreicherung

SPME-Fasertyp Analyten Bestimmungsverfahren

100 pm PDMS Fliichtige org. Molekiile GC/HPLC
(60-275 Da)
VOC, BTEX, PAH

65 um PDMS/DVB Fliichtige Amine, GC
Nitroaromaten

80 pym Carboxen/PDMS Chlorbenzole, GC-ICP
Metallverbdg.

85 pm Polyacrylat Pestizide, Herbizide GC/HPLC
Phenole

10.3 Trennungen durch einseitige Wiederholung

Trennungen durch einseitige Wiederholung des Adsorptionsschrittes konnen durch
Einriihren mehrerer Portionen des Adsorbens in die betreffende Losung durchgefiihrt
werden. Gebrauchlicher als diese etwas umstdndliche Arbeitsweise ist das Filtrieren
der Losung durch eine mehr oder weniger dicke Schicht des Adsorbens, wobei die Ana-
lysenprobe wiederholt mit frischen Schichten der festen Phase in Beriihrung kommt.
Man arbeitet dabei meist mit kurzen Saulenanordnungen; bei einem dhnlichen Ver-
fahren filtriert man die Analysenlésung durch eine in einem Filtertiegel oder in einer
Nutsche befindliche diinne Schicht des Adsorbens (,adsorptive Filtration“ n. Fink,
1939). Die adsorbierten Verbindungen werden anschlieBend durch geeignete Lésungs-
mittel wiedergewonnen.

Die Technik der einseitigen Wiederholung von Adsorptionsschritten wird vor al-
lem zum Anreichern von Spurenbestandteilen anorganischer oder organischer Natur
aus verdiinnten Losungen verwendet, z. B. bei der Adsorption von Fe** und AI** an
Silicagel, von Na* an Sb, 05 - aq oder der selektiven Abtrennung von HSOj mit Al,O;.
Weiterhin sei die Reinigung von organischen Losungsmitteln erwadhnt; so lassen sich
H,0O-Spuren mit Molekularsieben entfernen, und Ethanolzusétze kénnen aus CHCl,
mit Al,O; abgetrennt werden.

Zu erwahnen ist schlief3lich die Abtrennung von n-Paraffinen aus Gemischen von
Kohlenwasserstoffen mit Molekularsieb 5 A, wobei man auch in Bereichen hoherer
Konzentrationen der abzutrennenden Verbindungen arbeitet.

Immunaffinitditschromatographie. Einen gewissen Siegeszug haben Sdulen mit im-
mobilisierten Antikdrpern zur Vorabtrennung von Spuren aus diffizilen Matrices, wie
etwa fliissigen klinischen Proben oder Lebensmitteln, angetreten. Dabei werden Pro-
benvolumina von ca. 100 ml durch kleine Saulen, gefiillt mit wenigen mg an Rezeptor-
material, hindurch gesaugt. Als Rezeptoren sind vielfach Antikérper oder molekular
gepragte Polymere in Verwendung. Anschlief}end wird mit wenigen Millilitern nach-
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gewaschen, und dann nach Wechsel des Eluens eine Desorption eingeleitet. Erzielt
wird hierbei etwa die schonende Anreicherung der Spur sowie die Entfernung einer
Stormatrix, etwa Fett. Von Vorteil ist dabei die vielfache (n < 100) Wiederholbarkeit
dieses Trennschrittes, so dass trotz der hohen Gestehungskosten fiir die Antikdrper-
produktion insgesamt akzeptable Kosten resultieren.

Monolithische Sdulen. Wahrend die Festphasenanreicherung sich in den letzten
Jahren auch kommerziell weite Anwendungsbereiche der Fliissig-fliissig-Extraktion
erobert hat, verblieb doch ein Nachteil. Es mussten Kartuschen gefiillt werden, und
die Sorptionsplatze verblieben auf dem eingefiillten kugelférmigen Material. Eine
Verringerung der Spharendurchmesser fiihrt zu steigendem Druckabfall wahrend des
Durchsaugens der Probe.

Eine elegante Losung ist die Herstellung sog. monolithischer Sdaulen, bestehend
aus einem Stiick porésen Polymermaterials mit zwickelfreien Kandlen und hoher
Sorptionsplatzdichte. Die ersten Monolithen wurden aus Acrylamid, Siliciumdioxid,
Styrol oder Methacrylat produziert. Typischerweise besteht die Ausgangsmischung
aus mehreren Monomeren, Porogenen, Cross linker-Substanzen und Initiator zum
Starten der Polymerisation. Die Mischung kann direkt in einer geeigneten réhrenfor-
migen Leerkartusche aus Stahl, Glas oder Plastik zur Polymerisation gebracht wer-
den. Im Fall der SiO,-Monolithen kénnen auf den inneren Porenflichen C;z-Phasen
oder Ionenaustauschfunktionen eingebaut werden. Tab. 10.4 stellt einige Monolith-
beispiele dar. Als Porogene kommen Alkohole oder Acetonitrit zum Einsatz.

Tab. 10.4: Monolithische Trennsdulen

AuBere Umhiillung Polymer Spezifische Oberflache [mz/g]

PEEK-RGhre Divinylbenzol, Ethylstyrol 329
2-Hydroxyl-methacrylat 367

Edelstahlrohre Glycidylmethacrylat, 44.3

(10 mm x 4.6 mmi.D.) Ethylen-dimethacrylat

Riihrstab 2-Acrylamido-2-methyl- 60

(31 mm x 6 mm) 1-1propansulfonsdure

Kapillare Glycidylmethacrylat 4,8

(20 mm x 75 pm i.D.)

Quarzstab Tetramethylsilan 317,5

(40 mm lang) Polyethylenglycol

Quarzstab in Kartusche Tetramethylsilan 745

(20 mm lang) Polyethylenglycol

Einsatzbereiche fiir Monolithen sind vielfaltig. Besonders die Anreicherung von Bio-
materialien (Peptide, Proteine) ist erfolgreich. Aufierst interessant sind Monolithen
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mit eingebauten Rezeptorfunktionen. So wurden z.B. gegen Bakterien-Zellwande
gerichtete Antibiotikamolekiile erfolgreich zur Anreicherung von E. coli aus Ober-
flichenwasser in Monolithen angewandt. Alle typischen Vorteile der wiederholten
Regenerierbarkeit wie bei der Festphasenextraktion bleiben erhalten. Nachteile, wie
etwa Anschwellen der Polymerphase, Temperaturempfindlichkeit und mikrobielle
Verkeimung entfallen bei SiO,-basierten Monolithen.

Einige erfolgreiche Anwendungen von Monolithen, z. T. in automatisierter Form,
sind in Tab. 10.5 zusammengestellt.

Tab. 10.5: Anwendungen monolithischer Trennsdulen

Monolithmaterial Analyten Matrix Nachweisgrenzen

Poly(MAA-EMDA) Antidepressiva Urin 11-50 pg I™?
Opiate Urin 7-20ng 1!

Poly(GMA-EDMA) Antikorper(IgG) Blutserum nmol I}

C,5-Si0, Anisthetika Urin 7-37pgl™?

Sio, Methioninenkephalin Cerebrospinal-Fliissigkeit 1pgl?

10.4 Trennungen durch systematische Wiederholung: Trennreihe

Zur wiederholten Adsorption in einer Trennreihe gibt man in eine Anzahl von Gefidfien
je eine Portion des Adsorbens, fiillt die Losung mit den zu trennenden Substanzen
in das erste Gefdaf3 und riihrt dessen Inhalt bis zur Gleichgewichtseinstellung durch.
Nach dem Absitzen der festen Phase wird die Fliissigkeit abdekantiert und im néachs-
ten Gefafy mit der zweiten Portion an Adsorbens in Beriihrung gebracht. Man lasst
die Fliissigkeit auf diese Weise die ganze Gefdfireihe durchlaufen und wiederholt den
Prozess mit frischen Losungsmittelzugaben, bis die gewiinschte Trennung erreicht ist.

Auf diese Weise wurde ein Gemisch von Anthracen mit Chrysen in Cyclohexanl-
sung an Al, 05 weitgehend getrennt (Abb. 10.3).
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Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass auch grofiere Ansitze in Arbeit ge-
nommen werden kdnnen; es ist jedoch umstéandlich, vor allem wenn eine gréf3ere An-
zahl von Trennstufen erforderlich ist, und es hat daher keine Bedeutung erlangt.

10.5 Trennungen durch systematische Wiederholung:
Sdulenmethoden (Adsorptions-Chromatographie)

10.5.1 Prinzip

Wie bei den schon vorher besprochenen Sdulenverfahren wird ein Rohr mit der sta-
tiondren Phase (dem Adsorbens) gefiillt, die Analysenprobe in Form einer Losung auf
den Kopf der Sdule aufgegeben und dann mit einem geeigneten Losungsmittel als be-
wegter Phase durch die Saule bef6rdert. Dabei wird entweder das Chromatogramm
entwickelt, wobei die Substanzen als getrennte Zonen in der Sdule verbleiben, oder die
Komponenten der Analysenprobe werden nacheinander eluiert und mit einem Frak-
tionensammler aufgefangen bzw. durch einen Detektor einzeln nachgewiesen.

10.5.2 Sdulenmaterialund -abmessungen - Fiillen der Sdulen

Die bei der Adsorptions-Chromatographie verwendeten Sdulen bestehen in der Regel
aus Glas. Sehr lange Sdulen, bei denen die bewegte Phase unter Druck zugefiihrt wer-
den muss, werden aus Stahlrohren angefertigt.

Der Durchmesser der iiblichen Sdulen betragt etwa 0,5-2 cm bei Langen von 30—
200 cm. Mit diesen kénnen Substanzmengen in der Grof3enordnung von wenigen Milli-
gramm getrennt werden. Fiir Einwaagen von einigen hundert Milligramm sind Sau-
lendurchmesser von etwa 5-7 cm erforderlich, die Lange betrdgt dann zweckmaf3ig
ca. 100250 cm. Bei Verwendung von Cellulose als stationdrer Phase kann man Pa-
ckungen der iiblichen Rundfilter {ibereinander schichten und auf diese Weise Saulen
von etwa 2,5-6 cm @ herstellen. Fiir die Trennung sehr kleiner Substanzmengen sind
Mikrosaulen mit 0,1 cm @ eingesetzt worden.

Der Sdulendurchmesser ist ohne wesentlichen Einfluss auf die Trennstufenhéhe
einer Saule, solange er nicht erheblich grofier als etwa 1 cm ist. Bei Sdulen mit Durch-
messern iiber 2 cm ist eine gleichmaflige Fiillung mit stationdrer Phase nur schwer zu
erreichen, und die Wirksamkeit pflegt deutlich abzunehmen.

Hochleistungssdulen mit Langen von 10 m und mehr werden zweckmaf3ig in ein-
zelne Abschnitte von etwa 1 m Lange gegliedert, die man durch Kapillaren miteinander
verbindet. Die kiirzeren Stiicke lassen sich besser fiillen als eine einzige lange Saule.

Einige Sdulenausfiihrungen sind in Abb. 10.4 wiedergegeben.

Die Saulenfiillung ruht auf einer Glasfritte oder auf einem Glaswollebausch am
unteren Ende der Saule. Das Einfiillen des Adsorbens muss mit gréfiter Sorgfalt vor-
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genommen werden, da die Giite der Sdaule wesentlich von der Gleichmafigkeit des
Trennbettes abhdngt. Man gibt die stationdre Phase entweder trocken portionsweise
unter dauerndem Riitteln und Drehen in die Sdule oder schlammt sie mit einer inerten
Fliissigkeit langsam und gleichmafig ein, sodass die Bildung von Kandlen im Trenn-
bett moglichst vermieden wird.
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Abb. 10.4: Sdulentypen fiir die Adsorptions-Chromato-
graphie.

a) Saule zum Eluieren unter Absaugen;

b) Drucks&ule;

c) Arbeitsweise mit verdnderlichem Querschnitt.

=
T

10.5.3 Stationdre und mobile Phase

Bei der Wahl der stationdren Phase ist nicht nur die adsorbierende Wirkung, sondern
auch die Partikelgréfle zu beachten. Allgemein gilt auch bei den Adsorptionsmetho-
den, dass die Trennstufenhéhe mit abnehmender Korngréfe der stationdren Phase
kleiner wird. Anderseits steigt der Stromungswiderstand an, sodass die Elution stark
verzogert werden kann. Dieser Nachteil lasst sich gelegentlich durch Wahl einer Fliis-
sigkeit mit geringerer Viskositdt beseitigen.

Durch Desaktivieren von Adsorbenzien, z.B. durch Zugabe von Wasser, werden
ganz allgemein die Retentionsvolumina verringert; dieser Effekt wirkt sich auf ver-
schiedenartige Molekiile in etwa gleicher Weise aus, sodass die Reihenfolge der Eluti-
on einer gegebenen Anzahl von Verbindungen im allgemeinen erhalten bleibt.
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10.5.4 Substanzaufgabe und Beladung der Saulen

Bei der Adsorptions-Chromatographie werden die Analysensubstanzen in fliissiger
Form aufgegeben. Damit die Trennwirkung nicht beeintrachtigt wird, muss die Aus-
gangszone am Kopf der Sdule moglichst schmal bleiben.

Dazu darf die Saule nicht iiberladen werden; die Probenmenge hat sich nach dem
Durchmesser der stationdren Phase und der Kapazitidt des Adsorbens zu richten. Der
Einfluss der Beladung auf die Trennstufenhohe ist in Abb. 10.5 wiedergegeben.

1.0 - ol
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— 06
L 04 o
T /o/
0.2 o {——o0—0
0 ! [ | [
107 10* 107 Abb. 10.5: Abhéngigkeit der Trennstufenhdhe von
Probe: Adsorbens [g/g] — der Beladung einer Sdule.

Ferner soll die Substanzaufgabe vorsichtig und in der Mitte der Oberfldche des Trenn-
bettes erfolgen, sodass die oberste Schicht des Adsorbens nicht aufgewirbelt wird. Um
dies zu verhindern, deckt man gewdhnlich die stationdre Phase mit etwas Glaswolle,
einer Filterpapierscheibe oder einer Lage von Glaskiigelchen ab.

10.5.5 Einfluss der FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase

Bei der Betrachtung des Einflusses der Flie3geschwindigkeit des Elutionsmittels auf
die Trennstufenhohe geht man zweckmifig von der van-Deemter-Gleichung (vgl.
Kap. 8. Gl. 2) aus:

H=A+§+C-u 0]

Das zweite Glied dieser Gleichung kann jedoch hier in der Regel vernachldssigt wer-
den; es gibt den Anteil der Diffusion an der Bandenverbreiterung wieder, der aber we-
gen der geringen Diffusionsgeschwindigkeit in Fliissigkeiten klein ist. (Nur bei extrem
geringen Flief3geschwindigkeiten, die ohne praktische Bedeutung sind, wiirde sich
die Diffusion bemerkbar machen). Daher gilt eine vereinfachte Gleichung (2), die ei-
ne lineare Abhangigkeit der Trennstufenhéhe H von der Flief3geschwindigkeit u er-
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gibt:

H=A+C-u ®)
(A und C = Konstanten).

Diese Gleichung wurde auch experimentell bestétigt (Abb. 10.6).

Bei Trennungen mit Dextran-Gelen wurde ein etwas unterschiedliches Verhalten
beobachtet: In weiten Geschwindigkeitsbereichen war die Trennstufenhéhe unabhén-
gig von der Flief3geschwindigkeit, sodass man verhdltnismafig schnell eluieren konn-

te.
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T 04 b / _— / Abb. 10.6: Abhéngigkeit der Trennstufen-
. O/"/. /A hohe H von der FlieBgeschwindigkeit u der
0.2 - QA»A/A mobilen Phase bei verschiedenen Korn-
grofen des Adsorbens; Al,05-Sdule.
0 | | | | a) 181 ym Korndurchmesser;
0 0.5 1.0 1.5 2.0 b) 128 ym;
u [em/s] — ) 57 pm.

10.5.6 Einfluss der Temperatur

Der Einfluss von Temperaturdnderungen bei Trennungen durch Adsorption ist kom-
plex: Bei Temperaturerh6hung wird die Gleichgewichtseinstellung beschleunigt,
sodass eine Verbesserung der Wirksamkeit der Sdule zu erwarten ist. Gleichzeitig
vermindert sich dabei aber die Viskositat des Elutionsmittels, und bei der {iblichen
Arbeitsweise, bei der die Fliissigkeit von der Schwerkraft durch das Trennbett ge-
trieben wird, resultiert eine Erh6hung der Flie3geschwindigkeit. Dadurch kann der
giinstige Einfluss der Temperaturerh6hung kompensiert oder sogar iiberkompensiert
werden. Doch ldsst sich unter giinstigen Bedingungen die Trennwirkung einer Saule
durch Temperaturerh6hung betrachtlich verbessern.

Ein zweiter Temperatureffekt ist die fiir samtliche Adsorbate im gleichen Sin-
ne wirkende Anderung der Verteilungskoeffizienten. Dadurch werden zwar keine
wesentlichen Verbesserungen von Trennungen erzielt, aber man kann giinstige Ver-
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teilungskoeffizienten (und Retentionszeiten) fiir schwach adsorbierbare Stoffe bei tie-
fen?, fiir allzu stark adsorbierbare Verbindungen bei hohen Temperaturen erreichen.

10.5.7 Gradienten-Elution

Enthélt die Analysenprobe Bestandteile, die sehr unterschiedlich adsorbiert werden,
so kann die Elution der am langsamsten wandernden Komponenten durch Wechsel
des Elutionsmittels beschleunigt werden. Gebriuchlicher als die stufenweise Ande-
rung der Eigenschaften der bewegten Phase ist die kontinuierliche Zumischung einer
zweiten, besser eluierenden Fliissigkeit, d. h. die Gradienten-Elution. Die besten Er-
gebnisse werden normalerweise mit linearen Konzentrationsgradienten erzielt, doch
kann gelegentlich ein schwach konvexer Gradient oder ein terndres Fliissigkeitsge-
misch etwas giinstiger sein. Die Komponenten des Gemisches sollen sich in der eluie-
renden Wirkung nicht zu sehr unterscheiden, da sonst stérende Verdrangungseffekte
mit verschlechterter Auflosung der Banden eintreten kénnen. Bei der Trennung saurer
oder basischer Verbindungen werden auch pH-Gradienten angewendet.

Aufler Konzentrationsgradienten kénnen Gradienten der FlieRgeschwindigkeit
durch stufenweise (vgl. Abb. 10.4c) oder kontinuierliche Anderung des Saulenquer-
schnittes erreicht werden, doch haben diese ebenso wie Temperaturgradienten fiir
die Adsorptions-Chromatographie kaum Bedeutung erlangt.

10.5.8 Kreislauf-Verfahren

Die fiir eine Trennung in einer Saule erforderliche Menge an Elutionsmittel lasst sich
durch Kreislauffiihrung verringern. Die experimentelle Anordnung besteht aus der
Sdule, einer Pumpe, dem Detektor und einem Ventil, durch das getrennte Verbindun-
gen aus dem Kreislauf entfernt werden kdnnen (Abb. 10.7).

Wenn dabei auf3er dem Elutionsmittel auch unvollstandig getrennte Komponen-
ten die Sdule mehrfach durchlaufen, so entspricht dies der Anwendung eines entspre-
chend verldngerten Trennbettes, wobei aufier der Materialersparnis noch der Vorteil
der gleichmifigeren Fiillung der kurzen Siule zur Wirkung kommt (vgl. Abb. 10.8).
Bei dieser Arbeitsweise muss man durch kontinuierliches Uberwachen des Eluates
verhindern, dass langsam wandernde Substanzen von schnelleren {iberholt werden.

1 Z.B. die Trennung von Kohlenwasserstoffen bei —78 °C.
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(c)

(b)

Abb. 10.7: Kreislauf-Chromatographie.
a) Pumpe;
(a) b) Saule;
) Detektor;
d) Ventil.

Durchlauf

1. 2.
Abb. 10.8: Verbesserung der Trennung
zweier Verbindungen nach mehrfachem

Volumen der mobilen Phase — Durchlaufen der Saule.

Konz. im Eluat

10.5.9 Verdrangungstechnik — Zwischenschieben von Hilfssubstanzen

Die normalerweise unerwiinschte gegenseitige Beeinflussung der Verteilungskoeffizi-
enten mehrerer Substanzen, die vor allem bei hohen Konzentrationen eintritt, wird bei
der sog. ,Verdraingungsmethode“ nutzbar gemacht. Man setzt dabei dem Elutionsmit-
tel eine Verbindung zu, die starker adsorbiert wird als jede Komponente des zu tren-
nenden Gemisches. Beim Eluieren schiebt diese die anderen Verbindungen vor sich
her, und nach Gleichgewichtseinstellung in geniigend langer Saule besitzt jede Sub-
stanz eine konstante Wanderungsgeschwindigkeit und eine konstante Konzentration
auf dem Adsorbens. Die einzelnen Zonen folgen ohne Zwischenrdume dicht aufeinan-
der, die Lange einer Zone ist ein Ma# fiir die urspriingliche Konzentration. Obwohl kei-
ne merkliche Uberlappung der Zonen eintritt, ist eine exakte Trennung schwierig, an-
derseits tritt keine Schwanzbildung ein, und man kann sehr lange Sdulen verwenden.

Eine Abwandlung dieses Verfahrens besteht in der Wahl einer Hilfssubstanz, die
nicht samtliche Verbindungen der Analysenprobe vor sich herschiebt, sondern im Ad-
sorptionsverhalten zwischen zwei Verbindungen liegt, die auseinander gedrangt und
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damit besser getrennt werden. Dadurch wird der Nachteil der direkten Aufeinanderfol-
ge der Zonen vermieden, allerdings muss die zugesetzte Verbindung wieder entfernt
werden. Das Verfahren wurde z. B. zur Trennung von Aminosduren unter Zumischen
verschiedener Alkohole und von Palmitin- und Stearinsdure mit Zusatz von Palmitin-
sauremethylester verwendet.

10.5.10 Detektion

Zum Erkennen der Zonen farbloser Substanzen auf der Trennsdule kann man fluores-
zierende Komponenten nach dem Entwickeln des Chromatogramms mit UV-Strahlung
sichtbar machen (die Sdule muss dabei aus Quarz bestehen). Entfernt man das Adsor-
bens aus der Saule, so lassen sich die Zonen durch Bestreichen mit Farbreagenzien
anfarben; schlielich kann man auch die Substanzen der Analysenprobe vor der Tren-
nung zu gefarbten Verbindungen umsetzen.

Bei der gebrauchlicheren Arbeitsweise mit Elution verwendet man fiir wassrige
Losungen oft Leitfahigkeitsdetektoren, pH-Sensoren oder — bei der Trennung anor-
ganischer Substanzen — Kopplungsverfahren mit der Elementspektroskopie bzw. ICP-
Massenspektrometrie.

Fiir organische Fliissigkeiten eignen sich nach der Elution vor allem die konti-
nuierliche Messung der Lichtabsorption (auch im UV-Bereich), die kontinuierliche
Messung der Lichtbrechung mit empfindlichen Differenzialrefraktometern und die
Messung der Radioaktivitat markierter Substanzen. Die Kopplung mit Massenspektro-
metern ist ebenfalls sehr gebrauchlich. Fluoreszierende Substanzen kénnen bei An-
wendung von UV-Laserlicht im Ultraspurenbereich erfasst werden.

10.5.11 Wirksamkeit und Anwendungsbereich der Methode

Fiir Al,0;- und Silicagel-Sdulen werden Trennstufenh6hen von etwa 2-4 mm angege-
ben. Die Wirksamkeit nimmt mit abnehmender Partikelgrof3e des Adsorbens zu; man
kann damit rechnen, dass die Trennstufenhéhe ungefahr das Zwanzigfache des Par-
tikeldurchmessers ist. Besonders sorgfaltig gepackte Hochleistungssaulen von 4 mm
Durchmesser ergaben Hohen von etwa 1 mm, wobei die optimale Korngréfie des Silica-
gels ca. 50 pm betrug.

Bei der Gel-Chromatographie erhidlt man im Allgemeinen dhnliche Werte (Trenn-
stufenhohe ca. 2-5 mm, seltener 1 mm und weniger).

Aus diesen Zahlen ergibt sich, dass die iiblichen Sdulen von etwa 30-100 cm Lange
auch bei sorgfaltiger Herstellung nur gréf3enordnungsmaflig 150-500 Trennstufen be-
sitzen, also durchaus nicht besonders wirksam sind. Wenn fiir ein Trennproblem meh-
rere Tausend Trennstufen erforderlich sind, so muss man mit Sdulen von etwa 10 m Lin-
ge arbeiten und unter hohen Drucken mit Elutionsmitteln niedriger Viskositat eluieren.
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Der Anwendungsbereich der Adsorptions-Chromatographie ist au3erordentlich
grof3, die Methode ist wohl auf samtliche Stoffklassen angewandt worden. Einige An-
wendungsbeispiele sind in Tab. 10.6 angefiihrt.

Tab. 10.6: Trennungen durch Adsorptions-Chromatographie (Anwendungsbeispiele)

Adsorbens Getrennte Substanzen

Al,03 Alkaloide, Terpene, Carotinoide, Steroide, polyzykl. Aromaten, synthet. Farb-
stoffe, anorgan. Verbindungen

Silicagel Kohlenwasserstoffe, chlorierte Kohlenwasserstoffe, organ. Schwefelverbin-
dungen, Alkylphenole, polyzykl. Aromaten, Hormone, Metall-Komplexe

Magnesiumsilicat Steroide, Hormone, Vitamine

CaCO3 Carotinoide

MgO Aromaten; Olefine, Drogen

Polyamide Carbonsduren, Phenole, Sulfosduren

Die Gel-Chromatographie hat wesentliche Fortschritte bei der Trennung wasserlos-
licher organischer Verbindungen gebracht. Vor allem sind hier Verfahren zur Un-
tersuchung von biologischen Materialien zu erwdhnen; als weiteres Beispiel sei die
mit anderen Methoden kaum zu erreichende Trennung von Polyglycolen angefiihrt
(Abb. 10.9).

(c) (d)

Abb.10.9: Trennung von Polyglycolen an
einer Dextrangel-Saule.
a) Polyethylenglycol, Mol.-Gew. 600;
b) Tetraethylenglycol;
| | | | ¢) Triethylenglycol;
60 70 80 90 100 d) Diethylenglycol;
Eluatvolumen [ml] — e) Ethylenglycol.

Konzentration im Eluat

Mit Gelen geeigneter Porenweiten lassen sich auch sehr hochmolekulare Substanzen
trennen; dabei ergibt sich eine einfache Beziehung zwischen dem Molekulargewicht
M und dem Retentionsvolumen V:

V=A-B-logM 3)
(A und B = Konstanten).
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Beim Auftragen von log M gegen V erhdlt man Kurven mit einem geraden Teil, fiir den
die obige Beziehung gilt (vgl. Abb. 10.10). Das Abbiegen in eine Parallele zur Abszisse
bei sehr hohen Molekulargewichten wird durch volligen Ausschluss der betreffenden
Verbindungen, d. h. fehlende Retention, verursacht. Die Konstanten A und B sind von
der Stoffklasse abhdngig, man kann daher das Molekulargewicht einer Substanz erst
dann bestimmen, wenn die Lage der Kalibriergeraden im Koordinatennetz mithilfe
von Verbindungen bekannten Molekulargewichtes ermittelt worden ist.

220
200 7.—//-\.
180 |-
160 |-
140 |- Ne

120 | N
100 - \

'Q,
80 N
60

Retentionsvolumen [ml]

L, | [ [ [
300 2x10° 10* 10° 10°
Molekulargewicht —

Abb. 10.10: Abhangigkeit der Retentionsvolumina von Proteinen vom Molekulargewicht.

Eine wichtige Anwendung der Gel-Chromatographie ist schlief3lich die Untersuchung
von Polymerisaten; einzelne Glieder einer Polymer-homologen Reihe konnen zwar
nicht getrennt werden, doch ldsst sich schnell und mit wenig Substanz die Moleku-
largewichtsverteilung ermitteln.

Allgemein ist die Adsorptions-Chromatographie eine ausgesprochene Mikrome-
thode, bei der der Substanzbedarf in der Gré3enordnung von einigen Mikrogramm
und weniger liegt. Die Vorteile des Verfahrens bestehen in der {iberaus vielseitigen An-
wendbarkeit und der grof3en Wirksamkeit; da bei der Wahl des Adsorbens und des Elu-
tionsmittels grof3e Variationsmdoglichkeiten bestehen, konnen die Bedingungen dem
jeweils vorliegenden Trennproblem angepasst und oft auch chemisch einander sehr
ahnliche Verbindungen getrennt werden. Zur weiten Verbreitung der Methode hat wei-
terhin die experimentelle Einfachheit beigetragen, allerdings erfordern die erwahnten
Hochleistungssaulen einen erheblich grofieren Aufwand.

Als Nachteil ist vor allem das Auftreten von irreversibler Adsorption anzusehen,
die den Anwendungsbereich bei Spurenanalysen betrdchtlich einengt, auflerdem die
oft zu beobachtende Schwanzbildung sowie das ,,Durchhangen® der Zonen, das durch
unregelmafliges Flief3en der bewegten Phase verursacht wird.



10.6 Trennungen durch systematische Wiederholung: Planar-Verfahren =— 163

Ein weiterer wesentlicher Nachteil besteht in der Schwierigkeit, die Eigenschaften
der Adsorbenzien konstant zu halten; es lasst sich kaum vermeiden, dass verschie-
dene Chargen des gleichen Adsorbens gelegentlich unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen. Hierbei spielen auch anscheinend nebensachliche Erscheinungen, z. B.
Schwankungen der Luftfeuchtigkeit, eine Rolle, die zu unterschiedlicher Wasserauf-
nahme und Aktivitat fiihren konnen.

Schlief3lich ist zu beachten, dass empfindliche organische Substanzen gelegent-
lich wahrend der Adsorption verandert werden, z. B. durch Isomerisierung, Hydrolyse
oder Zersetzung.

10.6 Trennungen durch systematische Wiederholung:
Planar-Verfahren (Diinnschicht-Chromatographie,
Papier-Chromatographie)

10.6.1 Prinzip und Adsorbenzien

Bei den Planar-Verfahren wird an Stelle einer sdaulenférmigen Anordnung des Adsor-
bens eine mehr oder weniger diinne Schicht verwendet. Als Adsorptionsmittel kom-
men dieselben Verbindungen in Frage, die auch bei der Sdulenchromatographie ein-
gesetzt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Methoden besteht im Wesent-
lichen in der experimentellen Durchfiihrung.

10.6.2 Durchfiihrung der Diinnschicht-Chromatographie?

Wahrend friiher Diinnschicht-Chromatographie-Platten weitgehend selbst hergestellt
werden mussten, steht heute eine Vielzahl kommerzieller Produkte zur Verfiigung. Die
Platten bestehen aus Streifen oder besitzen quadratische Abmessungen (gewohnlich
20 x 20 cm); im letzteren Falle konnen mehrere Trennungen nebeneinander durchge-
fiihrt werden.

Schichtdicken und Substanzmengen. Die Dicke der Adsorbensschicht betrdagt ge-
wohnlich 0,15-0,25 mm, auf derartige Platten werden etwa 5-20 pg, héchstens ca.
50 pg Substanz aufgegeben. Fiir etwas grof3ere Mengen (einige Milligramm) kann man
Platten von 1 mm Schichtdicke verwenden; noch stiarkere Platten reif3en leicht beim
Trocknen, konnen jedoch unter Verwendung besonderer Adsorbenzien bis 2 mm Di-
cke hergestellt werden.

2 Die korrekte Bezeichnung ware ,,Diinnschicht-Adsorptions-Chromatographie®, da es auch andere
Arten der Diinnschicht-Chromatographie gibt. Doch hat sich der kiirzere Ausdruck eingebiirgert.
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Extrem geringe Probemengen (< 1 ug) lassen sich mit sehr diinnen Schichten tren-
nen, die man durch Eintauchen der Platten in eine Suspension des Adsorbens her-
stellt; so erhdlt man z. B. 0,05 mm starke Schichten von Silicagel, Cellulose oder Poly-
amiden auf Polyesterfilmen. Eine weitere Methode besteht in der Fallung des Adsor-
bens auf der Unterlage, z. B. wurden auf diese Weise 6 pm dicke Schichten von Silica-
gel auf Cellophan hergestellt.

Die untere Grenze der Aufgabemenge wird jedoch nicht nur durch die Schicht-
dicke, sondern auch durch die unteren Grenzen der Nachweisreaktionen fiir die ge-
trennten Komponenten gegeben.

Substanzaufgabe. Die zu trennenden Verbindungen werden als verdiinnte Losung
(ca. 1 proz.) mit Mikropipetten oder Mikroliterspritzen moglichst punktférmig etwa
1,5 cm vom Rand der Platte aufgegeben. Gréf3ere Mengen werden durch wiederholtes
Auftropfen unter Trocknung des Fleckes nach jeder Aufgabe oder durch Ziehen eines
etwas langeren schmalen Querstriches auf die Schicht gebracht. Fliichtige Substanzen
konnen aus einer Kapillare auf die Schicht aufgedampft werden.

Entwickeln und Eluieren. Bei der Diinnschicht-Chromatographie wird gew6hnlich
die Entwicklungstechnik, nur selten die Elution angewandt. Man ldsst ein geeignetes
Losungsmittel durch die Schicht strémen, indem man die Platte in einem geschlos-
senen Gefi (zum Vermeiden von Verdunstungsverlusten an Flief3mittel) anndhernd
senkrecht in einen etwa 0,5 cm tiefen Trog mit Losungsmittel stellt; die Fliissigkeit
steigt bei dieser als ,,aufsteigende Entwicklung® bezeichneten Arbeitsweise durch
die Kapillarkrafte nach oben. Bei der ,,absteigenden“ Methode fiihrt man die Fliissig-
keit mithilfe eines Papierstreifens als Docht aus einem oben befindlichen Gefaf3 zu.
Entsprechend lasst sich auch die Entwicklung auf einer horizontal liegenden Platte
durchfiihren.

Auch die Circulartechnik ist bei der Diinnschicht-Chromatographie vorgeschla-
gen worden.

Die seltener durchgefiihrte Elution lasst sich bei der absteigenden Arbeitsweise
durch Aufsetzen eines Troges mit Flief3mittel auf die obere Kante der Diinnschicht-
platte verwirklichen. Bei der aufsteigenden Chromatographie kann man z. B. das Ad-
sorbens an der Auflenseite einer Glaskapillare anbringen und das FliefSmittel durch
die Kapillare nach unten abflief3en lassen.

Stufenweise Entwicklung — Gradient-Verfahren. Werden die Analysensubstanzen
mit einem bestimmten FlieSmittel nur unvollstdndig getrennt, so ldsst sich die Tren-
nung mit einer zweiten Fliissigkeit vervollstandigen; dabei wird zweckmaflig zweidi-
mensional auf quadratischen Platten entwickelt.

An Stelle der stufenweisen Entwicklung kann die Gradienten-Methode ange-
wandt werden; Konzentrations- und pH-Gradienten werden durch kontinuierliches
Zumischen einer zweiten Fliissigkeit zu dem Inhalt des Flief3mitteltroges erhalten.
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Weniger gebrauchlich sind Temperaturgradienten, die durch einseitiges Erhitzen der
Diinnschichtplatte hergestellt werden konnen.

Oft erreicht man eine Verbesserung der Chromatogramme durch Kkeilférmi-
ge Diinnschichtplatten, in denen ein Gradient der Flielgeschwindigkeit auftritt.
Schlief3lich sind auch Schichtgradienten beschrieben worden, bei denen zwei Adsor-
benzien verschiedener Aktivititen oder verschiedener pH-Werte 1angs der Platte in Ge-
mischen mit kontinuierlich gednderter Zusammensetzung aufgetragen sind.

10.6.3 Durchfiihrung der Papier-Chromatographie

Die Papier-Chromatographie stellt methodisch eine Abart der Diinnschicht-Chroma-
tographie dar; die Arbeitsweise ist praktisch die gleiche, nur werden Papierstreifen
an Stelle von Schichten pulverformiger Adsorbenzien verwendet. Seit wenigen Jah-
ren gewinnt die Papier-Chromatographie in Verbindung mit Antikérpern oder ande-
ren biologischen Rezeptoren als Schnellmesstechnik zunehmende Bedeutung. Damit
kombiniert ist eine einfache visuelle Auslesung der Reaktion des Analyten in einer
Farbreaktion verbunden. Derartige dip stick-Techniken erlauben den schnellen und
unkomplizierten Nachweis von Einzelanalyten in Realmatrices. Die Kapillarwirkung
des Papiers ersetzt dabei die Pumpe.

Die Papier-Chromatographie wird auf Papierstreifen verschiedener Typen durch-
gefiihrt, deren Dicke gegeniiber den iiblichen Filterpapieren etwas vergrofiert ist und
die aus reiner Cellulose bestehen. Durch Acetylieren oder durch Impragnieren mit For-
mamid u. a. sowie durch Einarbeiten verschiedener anderer Adsorbenzien in die Mas-
se werden modifizierte Papiere erhalten, die z.T. auch fiir die Trennung unpolarer
Stoffe mit organischen Flief3mitteln geeignet sind3. Einen Sonderfall stellen die sog.
Glasfaser-,,Papiere“ dar, die chemisch und thermisch besonders bestandig sind.

Bei den Trennungen gibt man Substanzmengen von etwa 10-50 pg ca. 1 cm vom
Rande eines rechteckigen 30—-40 cm langen Papierstreifens in Form verdiinnter Losun-
gen auf und entwickelt das Chromatogramm auf- oder absteigend in geschlossenen
Gefaf3en.

Eine Variante, bei der etwas grofiere Substanzmengen getrennt werden kénnen,
ist die auch bei der Papier-Chromatographie anwendbare Circulartechnik; die Proben-
16sung wird in der Mitte eines zwischen zwei Glasscheiben liegenden runden Papier-
bogens aufgegeben und radial nach auf3en entwickelt (vgl. Abb. 6.32). Durch rotieren
lassen des Papiers um den Mittelpunkt kann die Flief3geschwindigkeit erh6ht und die
Entwicklung beschleunigt werden (,,Zentrifugal-Chromatographie®).

Zur Trennung komplizierterer Gemische wird oft die zweidimensionale Entwick-
lung angewandt.

3 In der angelsichsischen Literatur als ,,reversed phase chromatography* bezeichnet.
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10.6.4 Nachweis und Identifizierung der getrennten Substanzen

Die wohl wichtigsten Nachweisverfahren fiir farblose Substanzen auf Diinnschicht-
platten oder Papierstreifen sind Farbreaktionen. Man bespriiht die Chromatogramme
mit geeigneten Reagenslosungen, wobei die Lage der getrennten Verbindungen durch
Bildung von ,,Flecken® erkennbar wird. In der Regel konnen auf diese Weise noch Men-
gen von gréflenordnungsmaflig 1 ug nachgewiesen werden. Noch empfindlicher sind
Methoden, bei denen Fluoreszenzerscheinungen zum Nachweis verwendet werden:
Entweder macht man fluoreszierende Substanzen nach dem Entwickeln des Chroma-
togramms durch UV-Strahlung direkt sichtbar, oder man gibt zu dem Adsorbens ei-
ne fluoreszierende Verbindung hinzu und beobachtet die Fluoreszenzldschung durch
die Analysensubstanzen; die einzelnen Komponenten heben sich bei Betrachtung der
Diinnschichtplatte im UV-Licht als dunkle Flecken auf hellerem Grund ab. Weiterhin
lassen sich radioaktive Substanzen durch ihre Strahlung nachweisen.

Ist die Lage der Flecken bekannt, so konnen die betreffenden Verbindungen gele-
gentlich durch Sublimation aus dem Adsorbens entfernt werden. Nichtfliichtige Sub-
stanzen werden nach dem mechanischen Abkratzen der Schicht bzw. nach dem Aus-
schneiden der Papierstelle durch Extraktion isoliert und dann mit chemischen oder
physikalischen Methoden identifiziert.

Ein wichtiges Hilfsmittel zum Charakterisieren einzelner Verbindungen sind die
Rs- bzw. Rg-Werte. Fiir verschiedene Stoffklassen (z. B. Aminosduren, Steroide u.a.)
sind diese Grofien unter einheitlichen Bedingungen ermittelt und tabelliert worden.
Allerdings werden die R;-Werte von zahlreichen Variablen beeinflusst (Aktivitat und
Schichtdicke des Adsorbens; Feuchtigkeit; Kammerform; Anwesenheit anderer Kom-
ponenten u. a. m.), so dass ihre Reproduzierbarkeit zu wiinschen {ibrig lasst.

10.6.5 Wirksamkeit und Anwendungsbereich der Diinnschichtmethoden

Da die Adsorbenzien bei der Diinnschicht-Chromatographie sehr Kkleine Partikel-
durchmesser aufweisen diirfen (giinstig sind etwa 2—6 um), erreicht man mit diesem
Verfahren niedrigere Trennstufenhéhen als bei der Chromatographie in Sdulen; so
werden Werte von 0,07-0,3 mm, fiir Schichten von etwa 1 pum Dicke Werte von 0,0025-
0,01 mm angegeben.

Anderseits betragt die Laufstrecke maximal nur etwa 20-30 cm, sodass man
bei den iiblichen Diinnschichtplatten mit nicht mehr als gréflenordnungsmafiig
1000 Trennstufen rechnen kann, die auflerdem bei Anwendung der Entwicklungs-
technik nur teilweise ausgenutzt werden.

Sowohl die Diinnschicht- als auch die Papier-Chromatographie werden in grof3-
tem Umfange zur Trennung organischer Stoffgemische eingesetzt, und es diirfte kaum
eine Stoffklasse geben, die nicht mehr oder weniger erfolgreich auf diese Weise unter-
sucht wurde; von den iiberaus zahlreichen Anwendungen kénnen nur einige Beispiele
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Tab. 10.7: Anwendungsbeispiele der Diinnschicht-Chromatographie

Zu trennendes Gemisch Adsorbens FlieBmittel

Alkaloide Kieselgel CHCl3 + 5-15% CH50H

Alkaloide Al,03 Cyclohexan + CHCl3 3:7

Amine Kieselgel C,HsOH + 25 %ige NH3-Losung, 4:1

Aminosauren Kieselgel 50 % n-Propanol; Phenol-H,0 10: 4

Aminosduren Kieselgel n-Butanol — CH;COOH - H,060:20:20

Fettsduren, Glyceride Kieselgel Xylol; Toluol; Benzol; CHCl3; Aceton u. a.

Cholesterinester Kieselgel CHCl3; CHCl; + CH30H 95:5

Phenole Kieselgel Benzol; Cyclohexan + CHCl; + Didthylamin 5:4:1

Pyrone, Anthrachinone, Kieselgel Benzol + Methylacetat + HCOOH 2:2:1
Gerbstoffe

Steroide Kieselgel CHCl5; 1,2-Dichlordthan; CHCl; + Aceton 9:1u. a.

Vitamine Kieselgel Hexan; CHCl3 u. a.

Zucker Kieselgel Essigester +i-Propanol-H,0 (2: 1) 65:35

angefiihrt werden (vgl. Tab. 10.7). Die Trennung anorganischer Ionen mit diesen Me-
thoden spielt eine verhaltnismaf3ig geringe Rolle.

Die bei der Sdulen-Chromatographie mit gelférmigen stationdren Phasen be-
schriebene Molekulargewichtsbestimmung ist auch unter Verwendung von entspre-
chenden Diinnschichtplatten durchfiihrbar. Man tragt die Logarithmen der Moleku-
largewichte gegen die R;-Werte (oder besser gegen die Rg,-Werte, die jeweils gegen
einen auf der gleichen Platte mitlaufenden Standard bestimmt werden) auf; fiir ho-
mologe Reihen ergeben sich Geraden, mit deren Hilfe dann das Molekulargewicht un-
bekannter Verbindungen derselben homologen Reihe bestimmt werden kann.

Die Vorteile der Diinnschicht-Verfahren bestehen vor allem in der experimentellen
Einfachheit und in der Schnelligkeit der Trennungen (die Entwicklung eines Chroma-
togrammes dauert in der Regel nur etwa 30—-60 min). Weiterhin sind die getrennten
Substanzen in den einzelnen Flecken gut zuganglich. Beim Vorliegen von Mikropro-
ben ist es von Vorteil, dass die Aufgabemengen sehr klein sind.

Nachteilig sind aufier der relativ geringen Trennwirkung die schlechte Repro-
duzierbarkeit der R;-Werte und die Verluste durch irreversible Adsorption, die auch
bei diesen Methoden beobachtet werden. Im Gegensatz zur Saulen-Chromatographie
lasst sich die Flief3geschwindigkeit der bewegten Phase kaum beeinflussen. Schlief3-
lich treten beim Identifizieren unbekannter Verbindungen haufig Schwierigkeiten auf,
da die getrennten Substanzmengen fiir weitere Untersuchungen nicht ausreichen.

10.7 Kreuzstrom-Verfahren

Ein Kreuzstrom-Verfahren, bei dem Adsorbens und Elutionsmittel im Winkel von 90°
zueinander bewegt werden, ist in Abb. 10.11 gezeigt: Die stationdre Phase befindet sich
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c,d) Austragung der getrennten Komponenten.

in einem ringférmigen Spalt a zwischen zwei konzentrischen Rohren, wobei oben et-
was freier Raum zur Aufnahme der mobilen Phase ist. Das Elutionsmittel durchstromt
den Ringspalt von oben nach unten, gleichzeitig dreht sich das Ganze in Pfeilrichtung.
Das Substanzgemisch b gibt man kontinuierlich an einer bestimmten Stelle des Spal-
tes auf die Oberflache des Adsorbens; die schneller durch das Trennbett wandernde
Komponente c wird nach einer kleineren Winkelablenkung aus dem Spalt ausgetragen
als die langsamer wandernde Substanz d.

Wegen der umstandlichen Arbeitsweise und der Schwierigkeit, ein gleichmafliges
Trennbett herzustellen, hat das Verfahren bisher keine Bedeutung erlangt, und auch
etwas abgewandelte Methoden spielen keine grofiere Rolle.
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