
10 Adsorption von gelösten Substanzen an
Festkörpern

10.1 Allgemeines

10.1.1 Geschichtliche Entwicklung

Als ältestes der auf Adsorptionseffekten beruhenden Trennverfahren ist wohl die

Papier-Chromatographie anzusehen, die bereits von Goppelsroeder (1861) auf Grund

einer Anregung von Schönbein (1861) ausgearbeitet wurde. Die Bezeichnung „Chro-

matographie“ rührt her vom Auftreten farbiger Zonen beim Trennen gefärbter Sub-

stanzen, dem ersten Anwendungsgebiet; selbstverständlich können auch farblose

Stoffe getrennt werden.

Die Methode kam nach Verbesserungen von Brown (1939) sowie Consden et al.

(1944) zu großer Verbreitung. Eine Erweiterung und Verallgemeinerung des Verfah-

rens, die Dünnschicht-Chromatographie, geht auf Ismailov und Schraiber (1938) zu-

rück, erlangte aber erst nach Arbeiten von Stahl et al. (1956) größere Bedeutung.

Die Technik der Adsorptions-Chromatographie in Säulen wurde im Wesentlichen

von Tswett (1903) erarbeitet, dessen Verdienst vor allem in der Einführung 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 Synthesemo-

lekular geprägter Polymerstrukturen (Mosbach, Shea &Wulff, 1980) erheblich voran-

getrieben worden.

10.1.2 Hilfsphasen – Verteilungsisothermen – Geschwindigkeit der
Gleichgewichtseinstellung – irreversible Adsorption

Hilfsphasen. Bei den Verfahren, die zur Trennung die Adsorption aus Lösungen ver-

wenden, arbeitet man mit zwei Hilfsphasen, einem flüssigen Lösungsmittel und dem

festen Adsorbens.

Die Adsorptionsisothermen sind – ebenso wie bei der Adsorption von Gasen an

Festkörpern – meist ungeradlinig; man beobachtet häufig Isothermenformen nach

Freundlich oder Langmuir oder BET-Isothermen (vgl. Abb. 9.1 und 9.2), doch kommen

auch sehr unregelmäßige Formen vor (vgl. Abb. 10.1).

Durch schwaches Beladen der Adsorbenzien kann man in vielen Fällen im prak-

tischgeradlinigenTeil der Isothermenarbeiten, unddurch InaktivierendesAdsorbens

(z. B. durchAnfeuchten) lässt sich oft der geradlinige Teil nach höheren Konzentratio-

nen hin erweitern.
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Bei der graphischen Darstellung von Adsorptionsisothermen wird im Allgemei-

nen die Konzentration im Adsorbens als Mengenverhältnis (z. B. mg adsorbierte Ver-

bindung pro g Adsorbens) und die Konzentration in der Lösung in der Dimension g/v

(z. B. g Gelöstes pro 100 ml Lösung) gewählt.

Abb. 10.1: Adsorptionsisothermen an Al2O3.

a) Phenol in H2O, + 58 ∘C;

b) Azofarbstoff aus Sulfanilsäure und 2-Hydroxy-

naphthalin-3,6-disulfosäure, + 49 ∘C u. + 60 ∘C;

c) Naphthalin in 2,2,4-Trimethyl-pentan, + 20 ∘C.

Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung. Die Adsorptionsgleichgewichte

stellen sich gewöhnlich innerhalb weniger Sekunden ein, sofern nicht durch größere

Diffusionsstrecken in der Lösung Verzögerungen eintreten. Allerdings werden auch

wesentlich größere Zeiten (Minuten) angegeben. Ferner wird bei einigen Adsorpti-

onsprozessen die Hauptmenge schnell adsorbiert, und erst bei längerer Berührung

von Lösung und Adsorbens wird noch ein geringer weiterer Teil des Gelösten von der

festen Phase aufgenommen.

Irreversible Adsorption. Häufig kann eine kleine Menge an adsorbierter Substanz

nicht ohne weiteres wieder desorbiert werden, die Adsorption ist dann für diesen An-

teil praktisch irreversibel. Bei Verbindungen, die in größerer Menge vorliegen, kann

diese Störung meist vernachlässigt werden, aber bei der Trennung von Spurenbe-

standteilen werden die auf diese Weise entstehenden Verluste untragbar groß. Der

Effekt ist mit einer hohen Adsorptionsenthalpie für die ersten adsorbierten Anteile

(> 25 kJ/mol) verknüpft. Man kann diese Störung durch teilweises Inaktivieren des

Adsorbens verringern.

10.1.3 Adsorbenzien

Liegen die zu trennenden Verbindungen in wässriger Lösung vor, so werden meist

Al2O3 (für polare Verbindungen) oder Aktivkohle (für unpolare Substanzen) als Ad-

sorbenzien verwendet.
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Sind die Analysensubstanzen in organischen Flüssigkeiten gelöst, so kann man

Trennungen mit einer ganzen Anzahl sauerstoffhaltiger hydrophiler Verbindungen

durchführen, die nach abnehmender Adsorptionsfähigkeit in folgender Reihe („Zech-

meister’sche Reihe“) angeordnet werden können:

Al2O3 – Al(OH)3 – MgO – CaO – Ca(OH)2 – CaCO3 – CaSO4 –

Ca3(PO4)2 – Talk – Zucker – Inulin.
Diese Reihenfolge liegt nicht völlig fest, sondern hängt mit von der Natur der adsor-

bierten Stoffe ab; man findet daher in der Literatur verschiedentlich auch etwas an-

dere Anordnungen.

Außer diesen Adsorbenzien werden in großemUmfange verschiedene Sorten von

Silicagel, Celluloseund Cellulosederivate, sowie gelförmige organische Polymere ein-

gesetzt. Erwähnt seien ferner Hydroxylapatit, Kalziumphosphate, Magnesiumphos-

phat, Magnesiumsilicat, Glas- und Quarzpulver und mehrere organische Polymere

wie einige Polyamide, Polyacrylamid und Polyacrylnitril. AuchMolekularsiebe lassen

sich zu Trennungen gelöster Verbindungen (in nichtwässrigen Lösungsmitteln) ver-

wenden.

Einige der angeführten Adsorbenzienwurden bereits im vorigenAbschnitt behan-

delt; die Eigenschaften einiger weiterer seien im Folgenden beschrieben.

Aluminiumoxid dürfte das in der analytischen Chemie am häufigsten verwendete

Adsorbens sein, da es ein ausgezeichnetes Adsorptionsvermögen für fast sämtliche

anorganischen und organischen Verbindungen besitzt. Es kann sowohl für wässrige

als auch für nichtwässrige Lösungen angewendet werden.

Das aktivste Produkt erhält man durch Erhitzen von gefälltem Aluminiumhy-

droxid auf etwa 350 ∘C; es ist hygroskopisch; durch Wasseraufnahme wird die „Ak-

tivität“ (d. h. Adsorptionsfähigkeit) verringert. Man nutzt dieses Verhalten aus, um

durch Zugabe definierter Mengen an Wasser Oxide verschiedener Aktivitäten zu er-

halten (Tab. 10.1).

Tab. 10.1: Aktivitätsstufen von Aluminiumoxid

Wasserzugabe Aktivitätsstufe
(%) (n. Brockmann)

0 I

3,0 II

4,5 III

9,5 IV

15 V

Die Aktivität lässt sich mithilfe verschiedener organischer Farbstoffe, deren Adsorpti-

onsverhalten ermittelt wird, kontrollieren. Die käuflichen Aluminiumoxide enthalten
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meist noch geringe Mengen an Alkali (Na2CO3) oder an Kalziumverbindungen, die

bei der Trennung von Säuren oder Basen von Bedeutung sind. Auch hinsichtlich des

Alkaligehaltes standardisierte Sorten sind erhältlich, die mit Wasser eine bestimmte

pH-Einstellung ergeben (Messung in 10%iger Aufschlämmung).

Die spezifische Oberfläche der Aluminiumoxid-Präparate ist relativ niedrig, sie

wird mit etwa 200–250 m2/g angegeben. Die Partikelgröße beträgt im Allgemeinen

ca. 70 μm.

Die Adsorptionsisothermen sind anAl2O3 oft geradlinig, insbesondere wennman

mit etwas wasserhaltigen Präparaten und bei geringer Beladung arbeitet; anderseits

wurden des Öfteren auch sehr unregelmäßige Isothermen gefunden (vgl. Abb. 10.1).

Das Verhalten des Aluminiumoxids bei der Adsorption wurde sehr eingehend unter-

sucht, undman kann einige Regeln über die Retention verschiedener Stoffklassen auf-

stellen.

Empfindliche organische Verbindungen können bei der Adsorption an Al2O3 in-

folge der katalytischen Wirksamkeit der Oberfläche verändert werden.

Silicagel ist nicht nur zur Trennung von Gasen (vgl. Kap. 9), sondern auch von ge-

lösten Stoffen von großer 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

Moleküldurchmesser klein genug sind, sodass die Teilchen ungehindert in das Inne-

re des Gels eindringen können. Nur bei Trennungen an sehr engporigen Gelen tre-

ten gelegentlich merkliche Siebeffekte auf. Die Aktivität fällt mit steigendem Wasser-

gehalt.

Man hat bis zu einem gewissen Grade mit Erfolg versucht, Silicagele mit spezifi-

schen Trennwirkungen dadurch herzustellen, dass man die Fällung in Gegenwart der

zu adsorbierenden organischen Verbindung durchführte, wodurch der inneren Ober-

fläche einebestimmteStruktur aufgeprägtwerden soll. GrößereBedeutunghabender-

artige Gele jedoch bisher nicht erlangt.

Magnesiumsilicat. Durch Zusammengeben von Magnesiumsulfat- und Natrium-

silicat-Lösungen, Auswaschen und starkes Erhitzen der Niederschläge erhält man

Produkte, die sich als Adsorbenzien zur Trennung zahlreicher organischer Verbin-

dungen bewährt haben. Die Aktivität lässt sich durch Zugabe vonWasser (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 zurück.

Die spezifische Oberfläche beträgt etwa 200 m2/g; sie hängt stark vom Restgehalt

an Na2SO4 ab, der von der Herstellungdes Magnesiumsilicates herrührt. Die handels-

üblichen Produkte enthalten etwa 0,2–0,5% Na2SO4.

Magnesiumoxid ist in denAdsorptionseigenschaften bis zu einem gewissenGrade

dem Al2O3 vergleichbar, hat allerdingsnicht dessen Bedeutung erlangt, da wegen der

leichten Wasseraufnahme und -abgabe Störungen auftreten können. Man verwendet
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am besten Präparate mit einer spezifischen Oberfläche von etwa 90 m2/g und einem

Wassergehalt von 3–7%.

Poröse Gläser; poröse Quarzkugeln. Durch Auslaugen löslicher Anteile aus zwei-

phasig erstarrten Borosilicatgläsern erhält man poröse Strukturen, deren Porendurch-

messer sich durch die Herstellungsbedingungenund die Konzentration der löslichen

Teile beeinflussen lässt. Die Poren dieser Materialien sind von unterschiedlicher

Größe, doch lässt sich die Verteilung in relativ engen Grenzen halten. Das Trennver-

mögen ist daher deutlich schlechter als das der Molekularsiebe, dafür ist aber die

Säurebeständigkeit wesentlich besser.

Auch poröse Quarzkügelchen sind hergestellt und zu Trennungen verwendet wor-

den; man erhält sie durch Glühen von Silicagelen.

Cellulosewird als Pulver oder Papierstreifen in großem Umfange für Trennungen

verwendet. DieWirksamkeit beruht nicht allein auf Adsorption, sondern – zumindest

bei einem Teil der Anwendungen – zusätzlich auf einer Verteilung der zu trennen-

den Substanzen zwischen dem organischen Lösungsmittel und der Wasserhaut auf

der Oberfläche der Celluloseteilchen. Ferner können 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.

Außer gewöhnlicher Cellulosewerden noch chemischmodifizierte Produkte, z. B.

Acetylcellulose, eingesetzt; diese sindz. T. hydrophobundzurTrennungwasserunlös-

licher Verbindungen geeignet (vgl. auch Kap. 11, „Ionenaustauscher“).

Hochpolymere Gele. Als „Gele“ bezeichnet man hochpolymere organische Substan-

zen, die unter QuellungLösungsmittel aufnehmen können unddann ein poröses drei-

dimensionales Netzwerk bilden. GelösteMoleküle können aus der Lösung in das Inne-

re der Gele eindringen, wobei außer der Adsorption noch ein Siebeffekt auftritt; durch

diesen werden Moleküle mit Durchmessern, die über der Porenweite liegen, ausge-

schlossen. Der Siebeffekt derartiger Verbindungen wurde zuerst bei Trennversuchen

mit gequollener Stärke beobachtet, später wurden besser wirksame synthetische Ver-

bindungen hergestellt.

Zwischen diesen Gelen und den oben erwähnten porösen Polymeren bestehen

insofern Beziehungen, als man die Quellfähigkeit der Gele durch steigende Zusätze

von vernetzenden Verbindungen fast nach Belieben herabsetzen kann. Wenn in die

Polymeren saure oder basische funktionelle Gruppen eingebaut werden, ergeben sich

die sog. „Ionenaustauscher“ (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

hergestellt (Abb. 10.2).

Unter dem Namen „Sephadex®“ sind mehrere Typen im Handel, die sich im Ver-

netzungsgrad und damit in den durchschnittlichen Porengrößen unterscheiden. Sie

werden für Fraktionierungen in verschiedenen Molekulargewichtsbereichen verwen-

det (Tab. 10.2).

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

Von weiteren hydrophilen Gelen seien vernetzte Agarose und vernetztes Acrylamid

erwähnt.

Vernetzte Polyethylenoxide können zu Trennungen sowohl in wässrigen als auch

in organischen Lösungen verwendet werden, sie leiten zu den organophilen Gelen

über. Diese werden vor allem aus Styrol, Vinylacetat oder Methylmethacrylat herge-

stellt.

Eine etwas unterschiedliche Klasse von Adsorbenzien stellen die Polyamide dar;

man erhält diese entweder durch Polykondensation von ω-Aminocarbonsäuren oder

aus aliphatischen Diaminen und Dicarbonsäuren. So entsteht aus Caprolactam
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Tab. 10.2: Sephadex®-Typen

Typ Ungefährer Fraktionierungsbereich
(Verbindungen höheren Molekulargewichtswerden ausgeschlossen)

G– 10 bis 700

G– 15 bis 1500

G– 25 100 – 5 000

G– 50 500 – 30 000

G– 75 3000 – 70 000

G–100 4000 –150 000

G–150 5000 –400 000

G–200 5000 –800 000

das sogen. 6-Polyamid („Perlon®“)

– CO – NH – (CH2)5 – CO – NH – (CH2)5 – CO – NH –

und aus Hexamethylendiamin (6 C-Atome) und Adipinsäure (6 C-Atome) das 6,6-

Polyamid („Nylon®“)

– CO – NH – (CH2)6 – NH – CO – (CH2)4 – CO – NH –.
Die Polyamide können verschiedene organische Verbindungen in fester Lösung

aufnehmen, sie besitzen daher eine wesentlich höhere Kapazität als die anderen

Adsorbenzien. Die Kapazität hängt allerdings stark von den Bedingungen bei der

Herstellung dieser Substanzen ab; sie ist am größten, wenn die einzelnen Ketten un-

regelmäßig gelagert sind, und amkleinsten bei gestrecktemMaterial mit regelmäßiger

Lagerung der Moleküle.

Die Sorptionsisotherme von Phenol an Perlon® verläuft bis zu mittleren Konzen-

trationen geradlinig und steigt dann an, bis das Polyamid erweicht. In anderen Syste-

men wurden Langmuir-Isothermen gefunden.

Adsorbenzien für die Affinitäts-Chromatographie. Bei der von Lerman (1953) ange-

gebenen sog. „Affinitäts-Chromatographie“ wird die hohe Selektivität von Enzym-

reaktionen zum Verbessern chromatographischer Trennungen ausgenutzt. Die Wir-

kung von Enzymen besteht bekanntlich darin, dass sich eine bestimmte Stelle des

Moleküls 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, unlös-

liche Gerüstsubstanz, dass die Reaktion mit dem Enzym noch stattfinden kann, so

stellt dieses Material ein selektives oder sogar spezifisches Adsorbens für das betref-

fende Enzym dar. Derartige Adsorbenzien lassen sich z. B. durch etherartige Bindung



148 | 10 Adsorption von gelösten Substanzen an Festkörpern

von Substraten und von Inhibitoren an Cellulose oder andere Polysaccharide herstel-

len. Umgekehrt kannman auch Enzyme an Gerüstsubstanzen verankern undmit dem

erhaltenen Adsorbens Inhibitoren selektiv isolieren.

Zu erwähnen ist hier ferner die Anwendung der ebenfalls sehr selektivenAntigen-

Antikörper-Reaktion (vgl. Kap. 12) zur Isolierung vonAntikörpern. Man bindet z. B. Al-

bumin als Antigen an Cellulose (Lerman) oder verestert Ionenaustauscher, die COOH-

Gruppen enthalten (vgl. Kap. 11) mit Antigenen (Isliker, 1954). Das erhaltene Material

hält dann die zugehörigen Antikörper selektiv fest (es handelt sich beim zweiten Bei-

spiel nicht um eine Ionenaustauschreaktion).

Diese Reaktionen zwischen Adsorbens und gelöster Substanz lassen sich um-

kehren, d. h. die Enzyme, Inhibitoren oder Antikörper können durch Ändern der

Versuchsbedingungen wieder abgelöst werden. Besonders die Nutzung von hoch-

selektiven Antikörpern ermöglicht heutzutage die Anreicherung von Spurenstoffen

aus komplexen flüssigen Matrices (z. B. Urin, Abwasser, Milch etc.). Neuere Entwick-

lungen nutzen poröses Sol-Gel-Glas als einschließendes Medium für frei bewegliche

Antikörper zur selektiven Vorreinigung und Anreicherung.

Molekular geprägte Polymere. Diese molekular geprägten Phasen (angelsächs.:

„molecularly imprinted polymers“, MIPs) stellen den Versuch dar, biomimetische

Rezeptoren in die Trenntechnik einzuführen. Diese von Wulff (1980) und Mosbach

(1981) eingeführte Techniknutzt einmolekularesPrägeverfahren, bei demgemäßdem

Schlüssel-Schloss-Prinzip der abzutrennendeAnalyt als Templat für eine Polymersyn-

these dient. Nach der Polymerisation wird das prägende Molekül herausgewaschen.

Der entstandene Hohlraum dient im Trennexperiment als aufnehmende Kavität.

10.1.4 Lösungsmittel bei der Adsorption aus Lösungen

Bei den Adsorptionsprozessen spielt das Lösungsmittel eine entscheidende Rolle, da

dessen Moleküle ebenfalls adsorbiert werden und dadurch die Verteilungskoeffizien-

ten der gelösten Verbindungen sehr stark beeinflussen. Für hydrophile Adsorbenzien,

z. B. Al2O3, kann man die Lösungsmittel nach ihrer Wirksamkeit beim Eluieren in ei-

ner Reihe anordnen (eluotrope Reihe nach Trappe, 1940):

Petrolether – CCl4 – Trichlorethylen – Benzol – CH2Cl2 – CHCl3 –

Diethylether – Ethylacetat – Aceton – n-Propanol – Ethanol –

Methanol – Wasser – Pyridin.

Die Lösungsmittel am Anfang dieser Reihe werden am schwächsten adsorbiert; darin

gelöste Verbindungen können daher vom Adsorbens besonders gut festgehaltenwer-

den. Die Flüssigkeiten am Ende der Reihe besetzen selbst die aktiven Zentren des Ad-

sorbens sehr fest, gelöste Stoffe können daher kaum noch adsorbiert werden. Ander-
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seits kann man mit diesen Lösungsmitteln bereits adsorbierte Substanzen besonders

gut vom Adsorbens verdrängen. Durch Mischen mehrerer Lösungsmittel lassen sich

die desorbierenden Eigenschaften fast nach Belieben abstimmen.

Die obige Reihe ändert sich geringfügig,wennman zuanderen polaren Adsorben-

zien übergeht, starke Änderungen ergeben sich bei Verwendung unpolarer Adsorben-

zien, z. B. von Aktivkohle.

Bei der Anwendung derartiger Reihen muss man sich jedoch darüber im Klaren

sein, dass spezifischeWechselwirkungskräfte zwischenGelöstemundAdsorbensoder

Lösungsmittel nicht berücksichtigt werden, sodass des Öfteren Unregelmäßigkeiten

auftreten. Aus demselben Grunde sind auch Versuche, die eluierende Wirkung von

Lösungsmittelndurch Kennzahlen zu erfassen, nur teilweise von Erfolg gewesen.

10.1.5 Verteilungskoeffizienten und Trennfaktoren

Die Verteilungskoeffizienten hängen bei der Adsorption wegen der meist ungeradlini-

gen Isothermen im Allgemeinen von der Konzentration des Gelösten ab, ferner wer-

den sie von Lösungsgenossen 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 flüssigen Phasen.

Vorteilhaft ist, dassmanhoheVerteilungskoeffizientendurch teilweises Inaktivie-

ren des Adsorbens und durch Verbessern der lösenden Wirkung des Lösungsmittels

in fast beliebigem Umfange verringern kann.

Bei der Anreicherung von Spurenbestandteilen aus stark verdünnten Lösungen

ist die Tatsache von Bedeutung, dass die Verteilung gerade bei kleinen Konzentra-

tionen des Gelösten oft stark zu Gunsten der festen Phase liegt. So sind z. B. bei der

Adsorption von Wolfram (VI) und Molybdän (VI) an Al2O3 Verteilungskoeffizienten> 103 und Trennfaktoren für die Trennung von Mo und Re bzw. von W und Re von ca.

104 beobachtet worden.

Anders liegen die Verhältnisse, wenn Trennungen an Gelen mithilfe von Sieb-

effekten (Größenausschluss) durchgeführt werden. Im einfachsten Falle ist hierbei die

Adsorption zu vernachlässigen; definiert man den Verteilungskoeffizienten als das

Verhältnis der Konzentration in der flüssigen Phase im Inneren des Gels zur Konzen-

tration in der äußeren Lösung, so ist dessen Wert entweder 0 (völliger Ausschluss des

Gelösten) oder 1 (ungehindertes Eindiffundieren in das Gel). InWirklichkeit beobach-

tetman aber auchWerte zwischen 0 und 1, die als teilweiser Ausschluss gedeutet wer-

den, sowie Verteilungskoeffizienten, die wesentlich über 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 führt man das Adsorbens in die

Lösung der zu trennenden Substanzen ein (entweder als Granulat oder als poröse,

sorbierende Oberfläche auf einem Träger) und trennt dieses nach Durchführung des

Adsorptionsvorgangs ab („Batch-Verfahren“), oder man erzeugt das Adsorbens in der

Lösung selbst durch eine Fällungsreaktion, wobei die zu adsorbierenden Substan-

zen mitgerissen werden („precipitation from homogeneous solution“). Dieser sog.

„Mitreißeffekt“ soll jedoch erst später bei der Behandlung der Fällungsmethoden (s.

Kap. 12) erörtert werden, da hierbei außer der Adsorption noch andere Erscheinungen

von Bedeutung sind.

Das Einrühren von Adsorbenzien in Lösungen wird in der analytischen Chemie –

im Gegensatz zur präparativen und technischen Chemie – nur verhältnismäßig sel-

ten angewandt. Dieses Verfahren dient vor allem zum Entfernen von Naturstoffen aus

stark verdünnten wässrigen Lösungen (z. B. können reduzierende Bestandteile aus

ZuckerlösungenmitAktivkohle entfernt werden); es spielt eine beträchtliche Rolle bei

der Anreicherung von Enzymen. Zu erwähnen sind hier ferner Verfahren zumKonzen-

trieren wässriger Proteinlösungen;mangibt trockenes Sephadex® zu,welchesWasser

und andere niedermolekulare Verbindungen aufnimmt, während die hochmolekula-

ren Eiweißkörper ausgeschlossen bleiben.

Als Beispiel aus der anorganischen Analyse sei die Abtrennung von Phosphat an-

geführt; dieses wird als Bariumphosphat an einem in die Lösung eingerührten BaSO4-

Niederschlag adsorbiert.

Festphasen-Mikroextraktion. Die Festphasen-Mikroextraktion (angelsächs.: „solid-

phase microextraction“, SPME) wurde Ende der 80er Jahre eingeführt, um sowohl im

Labor als auch vor Ort rasche Anreicherungen aus wässrigen Lösungen ohne große

organische Lösemittelvolumina zu ermöglichen. Dabei befindet sich die adsorbieren-

de Phasemeist auf einer Faseroberfläche, welche dann zur Gleichgewichtseinstellung

in die zu vermessende Lösung gebracht wird. Der Prozess besteht aus zwei Schritten:

Der Adsorption und der Desorption.

Häufig ist es eine Kombination aus schwerflüchtiger und/oder fester Phase, wel-

che zur Anreicherung verwendet wird. Inzwischen finden so bereits Beschichtungen

aus ionischen Flüssigkeiten Verwendung. Besonders die Kombination der Anreiche-

rung in einer Injektions-Spritzenkanüle und der GC ist weit verbreitet. Das Mikro-

verfahren ist besonders für die Bestimmung leichtflüchtiger Analyten geeignet (vgl.

Tab. 10.3)
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Tab. 10.3: Festphasen-Mikroextraktion mit Fasern zur Voranreicherung

SPME-Fasertyp Analyten Bestimmungsverfahren

100 μm PDMS Flüchtige org. Moleküle

(60–275 Da)

VOC, BTEX, PAH

GC/HPLC

65 μm PDMS/DVB Flüchtige Amine,

Nitroaromaten

GC

80 μm Carboxen/PDMS Chlorbenzole,

Metallverbdg.

GC-ICP

85 μm Polyacrylat Pestizide, Herbizide

Phenole

GC/HPLC

10.3 Trennungen durch einseitige Wiederholung

Trennungen durch einseitige Wiederholung des Adsorptionsschrittes können durch

Einrühren mehrerer Portionen des Adsorbens in die betreffende Lösung durchgeführt

werden. Gebräuchlicher als diese etwas umständliche Arbeitsweise ist das Filtrieren

derLösungdurcheinemehroderwenigerdickeSchicht desAdsorbens,wobeidieAna-

lysenprobe wiederholt mit frischen Schichten der festen Phase in Berührung kommt.

Man arbeitet dabei meist mit kurzen Säulenanordnungen; bei einem ähnlichen Ver-

fahren filtriert man die Analysenlösung durch eine in einem Filtertiegel oder in einer

Nutsche befindliche dünne Schicht des Adsorbens („adsorptive Filtration“ n. Fink,

1939). Die adsorbiertenVerbindungenwerdenanschließenddurchgeeigneteLösungs-

mittel wiedergewonnen.

Die Technik der einseitigen Wiederholung von Adsorptionsschritten wird vor al-

lem zum Anreichern von Spurenbestandteilen anorganischer oder organischer Natur

aus verdünnten Lösungen verwendet, z. B. bei der Adsorption von Fe3+ und Al3+ an

Silicagel, von Na+ an Sb2O5 ⋅ aq oder der selektiven Abtrennung von HSO−4 mit Al2O3.

Weiterhin sei die Reinigung von organischen Lösungsmitteln erwähnt; so lassen sich

H2O-Spuren mit Molekularsieben entfernen, und Ethanolzusätze können aus CHCl3
mit Al2O3 abgetrennt werden.

Zu erwähnen ist schließlich die Abtrennung von n-Paraffinen aus Gemischen von

Kohlenwasserstoffen mit Molekularsieb 5 A, wobei man auch in Bereichen höherer

Konzentrationen der abzutrennenden Verbindungen arbeitet.

Immunaffinitätschromatographie. Einen gewissen Siegeszug haben Säulen mit im-

mobilisierten Antikörpern zur Vorabtrennung von Spuren aus diffizilen Matrices, wie

etwa flüssigen klinischen Proben oder Lebensmitteln, angetreten. Dabei werden Pro-

benvolumina von ca. 100ml durch kleine Säulen, gefülltmit wenigenmganRezeptor-

material, hindurch gesaugt. Als Rezeptoren sind vielfach Antikörper oder molekular

geprägte Polymere in Verwendung. Anschließend 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

Störmatrix, etwa Fett. Von Vorteil ist dabei die vielfache (n < 100) Wiederholbarkeit

dieses Trennschrittes, so dass trotz der hohen Gestehungskosten für die Antikörper-

produktion insgesamt akzeptable Kosten resultieren.

Monolithische Säulen. Während die Festphasenanreicherung sich in den letzten

Jahren auch kommerziell weite Anwendungsbereiche der Flüssig-flüssig-Extraktion

erobert hat, verblieb doch ein Nachteil. Es mussten Kartuschen gefüllt werden, und

die Sorptionsplätze verblieben auf dem eingefüllten kugelförmigen Material. Eine

Verringerung der Sphärendurchmesser führt zu steigendem Druckabfallwährend des

Durchsaugens der Probe.

Eine elegante Lösung ist die Herstellung sog. monolithischer Säulen, bestehend

aus einem Stück porösen Polymermaterials mit zwickelfreien Kanälen 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 röhrenför-

migen Leerkartusche aus Stahl, Glas oder Plastik zur Polymerisation gebracht wer-

den. Im Fall der SiO2-Monolithen können auf den inneren Porenflächen C18-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 Trennsäulen

Äußere Umhüllung Polymer Spezifische Oberfläche [m2/g]

PEEK-Röhre Divinylbenzol, Ethylstyrol

2-Hydroxyl-methacrylat

329

367

Edelstahlröhre

(10 mm × 4.6 mm i. D.)

Glycidylmethacrylat,

Ethylen-dimethacrylat

44.3

Rührstab

(31 mm × 6 mm)

2-Acrylamido-2-methyl-

1-1propansulfonsäure

60

Kapillare

(20 mm × 75 μm i. D.)

Glycidylmethacrylat 4,8

Quarzstab

(40 mm lang)

Tetramethylsilan

Polyethylenglycol

317,5

Quarzstab in Kartusche

(20 mm lang)

Tetramethylsilan

Polyethylenglycol

745

Einsatzbereiche für Monolithen sind vielfältig. Besonders die Anreicherung von Bio-

materialien (Peptide, Proteine) ist erfolgreich. Äußerst interessant sind Monolithen
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mit eingebauten Rezeptorfunktionen. So wurden z. B. gegen Bakterien-Zellwände

gerichtete Antibiotikamoleküle erfolgreich zur Anreicherung von E. coli aus Ober-

flächenwasser 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 SiO2-basierten Monolithen.

Einige erfolgreiche Anwendungen von Monolithen, z. T. in automatisierter Form,

sind in Tab. 10.5 zusammengestellt.

Tab. 10.5: Anwendungen monolithischer Trennsäulen

Monolithmaterial Analyten Matrix Nachweisgrenzen

Poly(MAA-EMDA) Antidepressiva Urin 11–50 μg l−1

Opiate Urin 7–20 ng l−1

Poly(GMA-EDMA) Antikörper(IgG) Blutserum nmol l−1

C18-SiO2 Anästhetika Urin 7–37 μg l−1

SiO2 Methioninenkephalin Cerebrospinal-Flüssigkeit 1 μg l−1

10.4 Trennungen durch systematische Wiederholung: Trennreihe

Zurwiederholten Adsorption in einer Trennreihe gibtman in eine Anzahl vonGefäßen

je eine Portion des Adsorbens, füllt die Lösung mit den zu trennenden Substanzen

in das erste Gefäß und rührt dessen Inhalt bis zur Gleichgewichtseinstellung durch.

Nach dem Absitzen der festen Phase wird die Flüssigkeit abdekantiert und im nächs-

ten Gefäß mit der zweiten Portion an Adsorbens in Berührung gebracht. Man lässt

die Flüssigkeit auf diese Weise die ganze Gefäßreihe durchlaufen undwiederholt den

Prozessmit frischen Lösungsmittelzugaben,bis die gewünschteTrennung erreicht ist.

Auf diese Weise wurde ein Gemisch von Anthracen mit Chrysen in Cyclohexanlö-

sung an Al2O3 weitgehend getrennt (Abb. 10.3).

Abb. 10.3: Trennung von Anthracen und Chrysen
an Al2O3.

a) Chrysen;

b) Anthracen.
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Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass auch größere Ansätze in Arbeit ge-

nommenwerden können; es ist jedoch umständlich, vor allemwenn eine größere An-

zahl von Trennstufen erforderlich ist, und es hat daher keine Bedeutung erlangt.

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

10.5.1 Prinzip

Wie bei den schon vorher besprochenen Säulenverfahren wird ein Rohr mit der sta-

tionären Phase (dem Adsorbens) gefüllt, die Analysenprobe in Form einer Lösung auf

den Kopf der Säule aufgegeben und dann mit einem geeigneten Lösungsmittel als be-

wegter Phase durch die Säule befördert. Dabei wird entweder das Chromatogramm

entwickelt,wobeidie Substanzenals getrennte Zonen inderSäule verbleiben, oderdie

Komponenten der Analysenprobe werden nacheinander eluiert und mit einem Frak-

tionensammler aufgefangen bzw. durch einen Detektor einzeln nachgewiesen.

10.5.2 Säulenmaterial und -abmessungen – Füllen der Säulen

Die bei der Adsorptions-Chromatographie verwendeten Säulen bestehen in der Regel

aus Glas. Sehr lange Säulen, bei denen die bewegte Phase unter Druck zugeführt wer-

den muss, werden aus Stahlrohren angefertigt.

Der Durchmesser der üblichen Säulen beträgt etwa 0,5–2 cm bei Längen von 30–

200 cm.Mit diesenkönnenSubstanzmengen inderGrößenordnung vonwenigenMilli-

gramm getrennt werden. Für Einwaagen von einigen hundert Milligramm sind Säu-

lendurchmesser von etwa 5–7 cm erforderlich, die Länge beträgt dann zweckmäßig

ca. 100–250 cm. Bei Verwendung von Cellulose als stationärer Phase kann man Pa-

ckungen der üblichen Rundfilter übereinander schichten und auf diese Weise Säulen

von etwa 2,5–6 cm ø herstellen. Für die Trennung sehr kleiner Substanzmengen sind

Mikrosäulen mit 0,1 cm ø eingesetzt worden.

Der Säulendurchmesser ist ohne wesentlichen Einfluss auf die Trennstufenhöhe

einer Säule, solange er nicht erheblich größer als etwa 1 cm ist. Bei Säulen mit Durch-

messern über 2 cm ist eine gleichmäßige Füllungmit stationärer Phase nur schwer zu

erreichen, und die Wirksamkeit pflegt deutlich abzunehmen.

Hochleistungssäulenmit Längen von 10 m und mehr werden zweckmäßig in ein-

zelneAbschnitte vonetwa 1mLängegegliedert, diemandurchKapillarenmiteinander

verbindet. Die kürzeren Stücke lassen sich besser füllen als eine einzige lange Säule.

Einige Säulenausführungen sind in Abb. 10.4 wiedergegeben.

Die Säulenfüllung ruht auf einer Glasfritte oder auf einem Glaswollebausch am

unteren Ende der Säule. Das Einfüllen des Adsorbens muss mit größter Sorgfalt vor-
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genommen werden, da die Güte der Säule wesentlich von der Gleichmäßigkeit des

Trennbettes abhängt. Man gibt die stationäre Phase entweder trocken portionsweise

unter dauerndem Rüttelnund Drehen in die Säule oder schlämmt sie mit einer inerten

Flüssigkeit langsam und gleichmäßig ein, sodass die Bildung von Kanälen im Trenn-

bett möglichst vermieden wird.

Abb. 10.4: Säulentypen für die Adsorptions-Chromato-
graphie.

a) Säule zum Eluieren unter Absaugen;

b) Drucksäule;

c) Arbeitsweise mit veränderlichem Querschnitt.

10.5.3 Stationäre und mobile Phase

Bei der Wahl der stationären Phase ist nicht nur die adsorbierende Wirkung, sondern

auch die Partikelgröße zu beachten. Allgemein gilt auch bei den Adsorptionsmetho-

den, dass die Trennstufenhöhe mit abnehmender Korngröße der stationären Phase

kleiner wird. Anderseits steigt der Strömungswiderstand an, sodass die Elution stark

verzögert werden kann. Dieser Nachteil lässt sich gelegentlich durch Wahl einer Flüs-

sigkeit mit geringerer Viskosität beseitigen.

Durch Desaktivieren von Adsorbenzien, z. B. durch Zugabe von Wasser, werden

ganz allgemein die Retentionsvolumina verringert; dieser Effekt wirkt sich auf ver-

schiedenartige Moleküle 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 Säulen

Bei der Adsorptions-Chromatographie werden die Analysensubstanzen in flüssiger

Form aufgegeben. Damit die Trennwirkung nicht beeinträchtigt wird, muss die Aus-

gangszone am Kopf der Säule möglichst schmal bleiben.

Dazu darf die Säule nicht überladen werden; die Probenmenge hat sich nach dem

Durchmesser der stationären Phase und der Kapazität des Adsorbens zu richten. Der

Einfluss der Beladung auf die Trennstufenhöhe ist in Abb. 10.5 wiedergegeben.

Abb. 10.5: Abhängigkeit der Trennstufenhöhe von
der Beladung einer Säule.

Ferner soll die Substanzaufgabe vorsichtig und in der Mitte der Oberfläche des Trenn-

bettes erfolgen, sodass die oberste Schicht des Adsorbens nicht aufgewirbeltwird. Um

dies zu verhindern, deckt man gewöhnlich die stationäre Phase mit etwas Glaswolle,

einer Filterpapierscheibe oder einer Lage von Glaskügelchen ab.

10.5.5 Einfluss der Fließgeschwindigkeit der mobilen Phase

Bei der Betrachtung des Einflusses der Fließgeschwindigkeit des Elutionsmittels auf

die Trennstufenhöhe geht man zweckmäßig von der van-Deemter-Gleichung (vgl.

Kap. 8. Gl. 2) aus:

H = A +
B

u
+ C ⋅ u (1)

Das zweite Glied dieser Gleichung kann jedoch hier in der Regel vernachlässigt wer-

den; es gibt den Anteil der Diffusion an der Bandenverbreiterung wieder, der aber we-

gen der geringen Diffusionsgeschwindigkeit in Flüssigkeiten klein ist. (Nur bei extrem

geringen Fließgeschwindigkeiten, die ohne praktische Bedeutung sind, würde sich

die Diffusion bemerkbar machen). Daher gilt eine vereinfachte Gleichung (2), die ei-

ne lineare Abhängigkeit der Trennstufenhöhe H von der Fließgeschwindigkeit u er-
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gibt:

H = A + C ⋅ u (2)

(A und C = Konstanten).
Diese Gleichung wurde auch experimentell bestätigt (Abb. 10.6).

Bei Trennungen mit Dextran-Gelen wurde ein etwas unterschiedliches Verhalten

beobachtet: InweitenGeschwindigkeitsbereichenwardieTrennstufenhöheunabhän-

gig von der Fließgeschwindigkeit, sodassman verhältnismäßig schnell eluieren konn-

te.

Abb. 10.6: Abhängigkeit der Trennstufen-
höhe H von der Fließgeschwindigkeit u der
mobilen Phase bei verschiedenen Korn-

größen des Adsorbens; Al2O3-Säule.

a) 181 μm Korndurchmesser;

b) 128 μm;

c) 57 μm.

10.5.6 Einfluss der Temperatur

Der Einfluss von Temperaturänderungen bei Trennungen durch Adsorption ist kom-

plex: Bei Temperaturerhöhung wird die Gleichgewichtseinstellung beschleunigt,

sodass eine Verbesserung der Wirksamkeit der Säule zu erwarten ist. Gleichzeitig

vermindert sich dabei aber die Viskosität des Elutionsmittels, und bei der üblichen

Arbeitsweise, bei der die Flüssigkeit von der Schwerkraft durch das Trennbett ge-

trieben wird, resultiert eine Erhöhung der Fließgeschwindigkeit. Dadurch kann der

günstige Einfluss der Temperaturerhöhung kompensiert oder sogar überkompensiert

werden. Doch lässt sich unter günstigen Bedingungen die Trennwirkung einer Säule

durch Temperaturerhöhung beträchtlich verbessern.

Ein zweiter Temperatureffekt ist die für sämtliche Adsorbate im gleichen Sin-

ne wirkende Änderung der Verteilungskoeffizienten. Dadurch werden zwar keine

wesentlichen Verbesserungen von Trennungen erzielt, aber man kann günstige Ver-
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teilungskoeffizienten (und Retentionszeiten) für schwach adsorbierbare Stoffe bei tie-

fen¹, für allzu stark adsorbierbare Verbindungen bei hohen Temperaturen erreichen.

10.5.7 Gradienten-Elution

Enthält die Analysenprobe Bestandteile, die sehr unterschiedlich adsorbiert werden,

so kann die Elution der am langsamsten wandernden Komponenten durch Wechsel

des Elutionsmittels beschleunigt werden. Gebräuchlicher als die stufenweise Ände-

rung der Eigenschaften der bewegten Phase ist die kontinuierliche Zumischung einer

zweiten, besser eluierenden Flüssigkeit, d. h. die Gradienten-Elution. Die besten Er-

gebnisse werden normalerweise mit linearen Konzentrationsgradienten erzielt, doch

kann gelegentlich ein schwach konvexer Gradient oder ein ternäres Flüssigkeitsge-

misch etwas günstiger sein. Die Komponenten des Gemisches sollen sich in der eluie-

renden Wirkung nicht zu sehr unterscheiden, da sonst störende Verdrängungseffekte

mit verschlechterter Auflösungder Banden eintreten können. Bei der Trennung saurer

oder basischer Verbindungen werden auch pH-Gradienten angewendet.

Außer Konzentrationsgradienten können Gradienten der Fließgeschwindigkeit

durch stufenweise (vgl. Abb. 10.4c) oder kontinuierliche Änderung des Säulenquer-

schnittes erreicht werden, doch haben diese ebenso wie Temperaturgradienten für

die Adsorptions-Chromatographie kaum Bedeutung erlangt.

10.5.8 Kreislauf-Verfahren

Die für eine Trennung in einer Säule erforderliche Menge an Elutionsmittel lässt sich

durch Kreislaufführung verringern. Die experimentelle Anordnung besteht aus der

Säule, einer Pumpe, dem Detektor und einem Ventil, durch das getrennte Verbindun-

gen aus dem Kreislauf entfernt werden können (Abb. 10.7).

Wenn dabei außer dem Elutionsmittel auch unvollständig getrennte Komponen-

ten die Säule mehrfach durchlaufen, so entspricht dies der Anwendung eines entspre-

chend verlängerten Trennbettes, wobei außer der Materialersparnis noch der Vorteil

der gleichmäßigeren Füllung der kurzen Säule zur Wirkung kommt (vgl. Abb. 10.8).

Bei dieser Arbeitsweise muss man durch kontinuierliches Überwachen des Eluates

verhindern, dass langsamwandernde Substanzen von schnelleren überholt werden.

1 Z. B. die Trennung von Kohlenwasserstoffen bei −78 ∘C.
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Abb. 10.7: Kreislauf-Chromatographie.
a) Pumpe;

b) Säule;

c) Detektor;

d) Ventil.

Abb. 10.8: Verbesserung der Trennung
zweier Verbindungen nach mehrfachem

Durchlaufen der Säule.

10.5.9 Verdrängungstechnik – Zwischenschieben von Hilfssubstanzen

Die normalerweise unerwünschte gegenseitige Beeinflussungder Verteilungskoeffizi-

entenmehrererSubstanzen, die vorallembeihohenKonzentrationen eintritt,wirdbei

der sog. „Verdrängungsmethode“ nutzbar gemacht. Man setzt dabei dem Elutionsmit-

tel eine Verbindung zu, die stärker adsorbiert wird als jede Komponente des zu tren-

nenden Gemisches. Beim Eluieren schiebt diese die anderen Verbindungen vor sich

her, und nach Gleichgewichtseinstellung in genügend langer Säule besitzt jede Sub-

stanz eine konstante Wanderungsgeschwindigkeit und eine konstante Konzentration

auf dem Adsorbens. Die einzelnen Zonen folgenohne Zwischenräume dicht aufeinan-

der, die Längeeiner Zone ist einMaß fürdie ursprünglicheKonzentration.Obwohl kei-

ne merkliche Überlappung der Zonen eintritt, ist eine exakte Trennung schwierig, an-

derseits tritt keine Schwanzbildung ein, undman kann sehr lange Säulen verwenden.

Eine Abwandlung dieses Verfahrens besteht in der Wahl einer Hilfssubstanz, die

nicht sämtliche Verbindungen der Analysenprobe vor sich herschiebt, sondern imAd-

sorptionsverhalten zwischen zwei Verbindungen liegt, die auseinander gedrängt und
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damit besser getrenntwerden.DadurchwirdderNachteil der direktenAufeinanderfol-

ge der Zonen vermieden, allerdings muss die zugesetzte Verbindung wieder entfernt

werden. Das Verfahren wurde z. B. zur Trennung von Aminosäuren unter Zumischen

verschiedener Alkohole und von Palmitin- und Stearinsäure mit Zusatz von Palmitin-

säuremethylester verwendet.

10.5.10 Detektion

Zum Erkennen der Zonen farbloser Substanzen auf der Trennsäule kannman fluores-

zierendeKomponentennachdemEntwickelndes ChromatogrammsmitUV-Strahlung

sichtbar machen (die Säule muss dabei aus Quarz bestehen). Entferntman das Adsor-

bens aus der Säule, so lassen sich die Zonen durch Bestreichen mit Farbreagenzien

anfärben; schließlich kannman auch die Substanzen der Analysenprobe vor der Tren-

nung zu gefärbten Verbindungen umsetzen.

Bei der gebräuchlicheren Arbeitsweise mit Elution verwendet man für wässrige

Lösungen oft Leitfähigkeitsdetektoren, pH-Sensoren oder – bei der Trennung anor-

ganischer Substanzen – Kopplungsverfahrenmit der Elementspektroskopie bzw. ICP-

Massenspektrometrie.

Für organische Flüssigkeiten 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 Radioaktivität markierter Substanzen. Die KopplungmitMassenspektro-

metern ist ebenfalls sehr gebräuchlich. Fluoreszierende Substanzen können bei An-

wendung von UV-Laserlicht im Ultraspurenbereich erfasst werden.

10.5.11 Wirksamkeit und Anwendungsbereich der Methode

Für Al2O3- und Silicagel-Säulen werden Trennstufenhöhen von etwa 2–4mm angege-

ben. DieWirksamkeit nimmt mit abnehmender Partikelgröße des Adsorbens zu; man

kann damit rechnen, dass die Trennstufenhöhe ungefähr das Zwanzigfache des Par-

tikeldurchmessers ist. Besonders sorgfältig gepackte Hochleistungssäulen von 4 mm

Durchmesser ergabenHöhenvonetwa 1mm,wobeidie optimaleKorngrößedes Silica-

gels ca. 50 μm betrug.

Bei der Gel-Chromatographie erhält man im Allgemeinen ähnliche Werte (Trenn-

stufenhöhe ca. 2–5 mm, seltener 1 mm und weniger).

Aus diesen Zahlen ergibt sich, dass die üblichenSäulen von etwa 30–100 cmLänge

auch bei sorgfältiger Herstellung nur größenordnungsmäßig 150–500 Trennstufen be-

sitzen, also durchaus nicht besonders wirksam sind. Wenn für ein Trennproblemmeh-

rere TausendTrennstufen erforderlich sind, somussmanmit Säulen von etwa 10mLän-

ge arbeitenund unterhohenDruckenmit Elutionsmittelnniedriger Viskosität eluieren.
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Der Anwendungsbereich der Adsorptions-Chromatographie ist außerordentlich

groß, die Methode ist wohl auf sämtliche Stoffklassen angewandt worden. Einige An-

wendungsbeispiele sind in Tab. 10.6 angeführt.

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

Adsorbens Getrennte Substanzen

Al2O3 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 Carbonsäuren, Phenole, Sulfosäuren

Die Gel-Chromatographie hat wesentliche Fortschritte bei der Trennung wasserlös-

licher organischer Verbindungen gebracht. Vor allem sind hier Verfahren zur Un-

tersuchung von biologischen Materialien zu erwähnen; als weiteres Beispiel sei die

mit anderen Methoden kaum zu erreichende Trennung von Polyglycolen angeführt

(Abb. 10.9).

Abb. 10.9: Trennung von Polyglycolen an
einer Dextrangel-Säule.

a) Polyethylenglycol, Mol.-Gew. 600;

b) Tetraethylenglycol;

c) Triethylenglycol;

d) Diethylenglycol;

e) Ethylenglycol.

Mit Gelen geeigneter Porenweiten lassen sich auch sehr hochmolekulare Substanzen

trennen; dabei ergibt sich eine einfache Beziehung zwischen dem Molekulargewicht

M und dem RetentionsvolumenV:

V = A − B ⋅ logM (3)

(A und B = Konstanten).
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Beim Auftragen von logM gegen V erhält man Kurvenmit einem geraden Teil, für den

die obige Beziehung gilt (vgl. Abb. 10.10). Das Abbiegen in eine Parallele zur Abszisse

bei sehr hohen Molekulargewichten wird durch völligen Ausschluss der betreffenden

Verbindungen, d. h. fehlende Retention, verursacht. Die KonstantenA und B sind von

der Stoffklasse abhängig, 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.

Abb. 10.10: Abhängigkeit der Retentionsvolumina von Proteinen vomMolekulargewicht.

Eine wichtige Anwendung der Gel-Chromatographie ist schließlich die Untersuchung

von Polymerisaten; einzelne Glieder einer Polymer-homologen Reihe können zwar

nicht getrennt werden, doch lässt 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 Größenordnung von einigen Mikrogramm

undweniger liegt. DieVorteile desVerfahrensbestehen inder überaus vielseitigenAn-

wendbarkeit undder großenWirksamkeit; dabeiderWahl desAdsorbensunddesElu-

tionsmittels große Variationsmöglichkeiten bestehen, können die Bedingungen dem

jeweils vorliegenden Trennproblem angepasst und oft auch chemisch einander sehr

ähnlicheVerbindungengetrenntwerden. ZurweitenVerbreitungderMethodehatwei-

terhin die experimentelle Einfachheit beigetragen, allerdings erfordern die erwähnten

Hochleistungssäulen einen erheblich größeren Aufwand.

Als Nachteil ist vor allem das Auftreten von irreversibler Adsorption anzusehen,

die den Anwendungsbereich bei Spurenanalysen beträchtlich einengt, außerdem die

oft zu beobachtende Schwanzbildung sowie das „Durchhängen“ der Zonen, das durch

unregelmäßiges Fließen der bewegten Phase verursacht wird.
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Ein weitererwesentlicher Nachteil besteht in der Schwierigkeit, die Eigenschaften

der Adsorbenzien konstant zu halten; es lässt sich kaum vermeiden, dass verschie-

dene Chargen des gleichen Adsorbens gelegentlich unterschiedliche Eigenschaften

aufweisen. Hierbei spielen auch anscheinend nebensächliche Erscheinungen, z. B.

Schwankungen der Luftfeuchtigkeit, eine Rolle, die zu unterschiedlicher Wasserauf-

nahme und Aktivität führen können.

Schließlich ist zu beachten, dass empfindliche organische Substanzen gelegent-

lichwährend der Adsorption verändert werden, z. B. durch Isomerisierung, Hydrolyse

oder Zersetzung.

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

10.6.1 Prinzip und Adsorbenzien

Bei den Planar-Verfahren wird an Stelle einer säulenförmigen Anordnung des Adsor-

bens eine mehr oder weniger dünne Schicht verwendet. Als Adsorptionsmittel kom-

men dieselben Verbindungen in Frage, die auch bei der Säulenchromatographie ein-

gesetzt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Methoden besteht im Wesent-

lichen in der experimentellen Durchführung.

10.6.2 Durchführung der Dünnschicht-Chromatographie²

Während früher Dünnschicht-Chromatographie-Platten weitgehend selbst hergestellt

werdenmussten, steht heute eineVielzahl kommerziellerProdukte zurVerfügung.Die

Platten bestehen aus Streifen oder besitzen quadratische Abmessungen (gewöhnlich

20 ×20cm); im letzteren Falle können mehrere Trennungen nebeneinander durchge-

führt werden.

Schichtdicken und Substanzmengen. Die Dicke der Adsorbensschicht beträgt ge-

wöhnlich 0,15–0,25 mm, auf derartige Platten werden etwa 5–20 μg, höchstens ca.

50 μg Substanz aufgegeben. Für etwasgrößere Mengen (einige Milligramm) kannman

Platten von 1 mm Schichtdicke verwenden; noch stärkere Platten reißen leicht beim

Trocknen, können jedoch unter Verwendung besonderer Adsorbenzien bis 2 mm Di-

cke hergestellt werden.

2 Die korrekte Bezeichnung wäre „Dünnschicht-Adsorptions-Chromatographie“, da es auch andere

Arten der Dünnschicht-Chromatographie gibt. Doch hat sich der kürzere Ausdruck eingebürgert.
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Extrem geringe Probemengen (< 1 μg) lassen sichmit sehr dünnen Schichten tren-

nen, die man durch Eintauchen der Platten in eine Suspension des Adsorbens her-

stellt; so erhält man z. B. 0,05 mm starke Schichten von Silicagel, Cellulose oder Poly-

amiden auf Polyesterfilmen. Eine weitere Methode besteht in der Fällung des Adsor-

bens auf der Unterlage, z. B. wurden auf diese Weise 6 μm 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 für die ge-

trennten Komponenten gegeben.

Substanzaufgabe. Die zu trennenden Verbindungen werden als verdünnte Lösung

(ca. 1 proz.) mit Mikropipetten oder Mikroliterspritzen möglichst punktförmig etwa

1,5 cm vom Rand der Platte aufgegeben. Größere Mengen werden durch wiederholtes

Auftropfen unter Trocknung des Fleckes nach jeder Aufgabe oder durch Ziehen eines

etwas längeren schmalenQuerstriches auf die Schicht gebracht. FlüchtigeSubstanzen

können aus einer Kapillare auf die Schicht aufgedampft werden.

Entwickeln und Eluieren. Bei der Dünnschicht-Chromatographie wird gewöhnlich

die Entwicklungstechnik, nur selten die Elution angewandt. Man lässt ein geeignetes

Lösungsmittel durch die Schicht strömen, indem man die Platte in einem geschlos-

senen Gefäß (zum Vermeiden von Verdunstungsverlusten an Fließmittel) annähernd

senkrecht in einen etwa 0,5 cm tiefen Trog mit Lösungsmittel stellt; die Flüssigkeit

steigt bei dieser als „aufsteigende Entwicklung“ bezeichneten Arbeitsweise durch

die Kapillarkräfte nach oben. Bei der „absteigenden“ Methode führt man die Flüssig-

keit mithilfe eines Papierstreifens als Docht aus einem oben befindlichen Gefäß zu.

Entsprechend lässt sich auch die Entwicklung auf einer horizontal liegenden Platte

durchführen.

Auch die Circulartechnik ist bei der Dünnschicht-Chromatographie vorgeschla-

gen worden.

Die seltener durchgeführte Elution lässt sich bei der absteigenden Arbeitsweise

durch Aufsetzen eines Troges mit Fließmittel auf die obere Kante der Dünnschicht-

platte verwirklichen. Bei der aufsteigenden Chromatographie kann man z. B. das Ad-

sorbens an der Außenseite einer Glaskapillare anbringen und das Fließmittel durch

die Kapillare nach unten abfließen lassen.

Stufenweise Entwicklung – Gradient-Verfahren. Werden die Analysensubstanzen

mit einem bestimmten Fließmittel nur unvollständig getrennt, so lässt sich die Tren-

nung mit einer zweiten Flüssigkeit vervollständigen; dabei wird zweckmäßig 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 Flüssigkeit zu dem Inhalt des Fließmitteltroges erhalten.
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Weniger gebräuchlich sind Temperaturgradienten, die durch einseitiges Erhitzen der

Dünnschichtplatte hergestellt werden können.

Oft erreicht man eine Verbesserung der Chromatogramme durch keilförmi-

ge Dünnschichtplatten, in denen ein Gradient der Fließgeschwindigkeit auftritt.

Schließlich sind auch Schichtgradienten beschrieben worden, bei denen zwei Adsor-

benzienverschiedener Aktivitätenoder verschiedenerpH-Werte längsder Platte inGe-

mischen mit kontinuierlich geänderter Zusammensetzung aufgetragen sind.

10.6.3 Durchführung der Papier-Chromatographie

Die Papier-Chromatographie stellt methodisch eine Abart der Dünnschicht-Chroma-

tographie dar; die Arbeitsweise ist praktisch die gleiche, nur werden Papierstreifen

an Stelle von Schichten pulverförmiger Adsorbenzien verwendet. Seit wenigen Jah-

ren gewinnt die Papier-Chromatographie in Verbindung mit Antikörpern 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-

geführt, deren Dicke gegenüber den üblichen Filterpapieren etwas vergrößert ist und

die aus reiner Cellulose bestehen. DurchAcetylieren oder durch Imprägnierenmit For-

mamid u. a. sowie durch Einarbeiten verschiedener anderer Adsorbenzien in die Mas-

se werden modifizierte Papiere erhalten, die z. T. auch für die Trennung unpolarer

Stoffe mit organischen Fließmitteln geeignet sind³. Einen Sonderfall stellen die sog.

Glasfaser-„Papiere“ dar, die chemisch und thermisch besonders beständig sind.

Bei den Trennungen gibt man Substanzmengen von etwa 10–50 μg ca. 1 cm vom

Randeeines rechteckigen30–40 cm langenPapierstreifens inFormverdünnterLösun-

gen auf und entwickelt das Chromatogramm auf- oder absteigend in geschlossenen

Gefäßen.

Eine Variante, bei der etwas größere Substanzmengen getrennt werden können,

ist die auch bei der Papier-Chromatographie anwendbare Circulartechnik; die Proben-

lösung wird in der Mitte eines zwischen zwei Glasscheiben liegenden runden Papier-

bogens aufgegeben und radial nach außen entwickelt (vgl. Abb. 6.32). Durch rotieren

lassen des Papiers um denMittelpunkt kann die Fließgeschwindigkeit erhöht und die

Entwicklung beschleunigt werden („Zentrifugal-Chromatographie“).

Zur Trennung komplizierterer Gemische wird oft die zweidimensionale Entwick-

lung angewandt.

3 In der angelsächsischen Literatur als „reversed phase chromatography“ bezeichnet.
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10.6.4 Nachweis und Identifizierung der getrennten Substanzen

Die wohl wichtigsten Nachweisverfahren für farblose Substanzen auf Dünnschicht-

platten oder Papierstreifen sind Farbreaktionen. Man besprüht die Chromatogramme

mit geeigneten Reagenslösungen, wobei die Lage der getrenntenVerbindungen durch

Bildung von„Flecken“ erkennbarwird. InderRegel können auf dieseWeisenochMen-

gen von größenordnungsmäßig 1 μg 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 Fluoreszenzlöschungdurch

die Analysensubstanzen; die einzelnen Komponenten heben sich bei Betrachtungder

Dünnschichtplatte 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 können die betreffenden Verbindungen gele-

gentlich durch Sublimation aus dem Adsorbens entfernt werden. Nichtflüchtige 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

Rf- bzw. RSt-Werte. Für verschiedene Stoffklassen (z. B. Aminosäuren, Steroide u. a.)

sind diese Größen unter einheitlichen Bedingungen ermittelt und tabelliert worden.

Allerdings werden die Rf-Werte von zahlreichen Variablen beeinflusst (Aktivität und

Schichtdicke des Adsorbens; Feuchtigkeit; Kammerform; Anwesenheit anderer Kom-

ponenten u. a. m.), so dass ihre Reproduzierbarkeit zu wünschen übrig lässt.

10.6.5 Wirksamkeit und Anwendungsbereich der Dünnschichtmethoden

Da die Adsorbenzien bei der Dünnschicht-Chromatographie sehr kleine Partikel-

durchmesser aufweisen dürfen (günstig sind etwa 2–6 μm), erreicht man mit diesem

Verfahren niedrigere Trennstufenhöhen als bei der Chromatographie in Säulen; so

werden Werte von 0,07–0,3mm, für Schichten von etwa 1 μm DickeWerte von 0,0025–

0,01 mm angegeben.

Anderseits beträgt die Laufstrecke maximal nur etwa 20–30 cm, sodass man

bei den üblichen Dünnschichtplatten mit nicht mehr als größenordnungsmäßig

1000 Trennstufen rechnen kann, die außerdem bei Anwendung der Entwicklungs-

technik nur teilweise ausgenutzt werden.

Sowohl die Dünnschicht- als auch die Papier-Chromatographie werden in größ-

temUmfange zur Trennung organischer Stoffgemische eingesetzt, und es dürfte kaum

eine Stoffklasse geben, die nicht mehr oder weniger erfolgreich auf diese Weise unter-

suchtwurde; vondenüberaus zahlreichenAnwendungenkönnen nureinige Beispiele
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Tab. 10.7: Anwendungsbeispiele der Dünnschicht-Chromatographie

Zu trennendes Gemisch Adsorbens Fließmittel

Alkaloide Kieselgel CHCl3 + 5–15% CH3OH

Alkaloide Al2O3 Cyclohexan + CHCl3 3 : 7

Amine Kieselgel C2H5OH + 25%ige NH3-Lösung, 4 : 1

Aminosäuren Kieselgel 50% n-Propanol; Phenol-H2O 10 : 4

Aminosäuren Kieselgel n-Butanol – CH3COOH – H2O 60 : 20 : 20

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

Cholesterinester Kieselgel CHCl3 ; CHCl3 + CH3OH 95 : 5

Phenole Kieselgel Benzol; Cyclohexan + CHCl3 + Diäthylamin 5 : 4 : 1

Pyrone, Anthrachinone,

Gerbstoffe

Kieselgel Benzol + Methylacetat + HCOOH 2 : 2 :1

Steroide Kieselgel CHCl3 ; 1,2-Dichloräthan; CHCl3 + Aceton 9 : 1 u. a.

Vitamine Kieselgel Hexan; CHCl3 u. a.

Zucker Kieselgel Essigester + i-Propanol-H2O (2 : 1) 65 : 35

angeführt werden (vgl. Tab. 10.7). Die Trennung anorganischer Ionen mit diesen Me-

thoden spielt eine verhältnismäßig geringe Rolle.

Die bei der Säulen-Chromatographie mit gelförmigen stationären Phasen be-

schriebene Molekulargewichtsbestimmung ist auch unter Verwendung von entspre-

chenden Dünnschichtplatten durchführbar. Man trägt die Logarithmen der Moleku-

largewichte gegen die Rf-Werte (oder besser gegen die RSt-Werte, die jeweils gegen

einen auf der gleichen Platte mitlaufenden Standard bestimmt werden) auf; für ho-

mologeReihen ergeben sich Geraden, mit deren Hilfe dann das Molekulargewicht un-

bekannter Verbindungen derselben homologen Reihe bestimmt werden kann.

DieVorteile derDünnschicht-Verfahrenbestehenvorallem inder 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 zugänglich. Beim Vorliegen von Mikropro-

ben ist es von Vorteil, dass die Aufgabemengen sehr klein sind.

Nachteilig sind außer der relativ geringen Trennwirkung die schlechte Repro-

duzierbarkeit der Rf-Werte und die Verluste durch irreversible Adsorption, die auch

bei diesen Methoden beobachtet werden. Im Gegensatz zur Säulen-Chromatographie

lässt sich die Fließgeschwindigkeit der bewegten Phase kaum beeinflussen. Schließ-

lich tretenbeim IdentifizierenunbekannterVerbindungenhäufig Schwierigkeitenauf,

da die getrennten Substanzmengen für weitere Untersuchungen nicht ausreichen.

10.7 Kreuzstrom-Verfahren

Ein Kreuzstrom-Verfahren, bei dem Adsorbens und Elutionsmittel im Winkel von 90∘
zueinanderbewegtwerden, ist in Abb. 10.11 gezeigt: Die stationärePhasebefindet sich
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Abb. 10.11: Kontinuierliche Säulen-Chromatographie [nach Fox et

al. (1969)].

a) Ringspalt;

b) Substanzzufuhr;

c,d) Austragung der getrennten Komponenten.

in einem ringförmigen Spalt a zwischen zwei konzentrischen Rohren, wobei oben et-

was freier Raum zurAufnahme dermobilen Phase ist. Das Elutionsmittel durchströmt

denRingspalt vonobennach unten, gleichzeitig dreht sichdasGanze in Pfeilrichtung.

Das Substanzgemisch b gibt man kontinuierlich an einer bestimmten Stelle des Spal-

tes auf die Oberfläche des Adsorbens; die schneller durch das Trennbett wandernde

Komponente cwirdnacheiner kleinerenWinkelablenkung ausdemSpalt ausgetragen

als die langsamer wandernde Substanz d.

Wegen der umständlichen Arbeitsweise und der Schwierigkeit, ein gleichmäßiges

Trennbett herzustellen, hat das Verfahren bisher keine Bedeutung erlangt, und auch

etwas abgewandelteMethoden spielen keine größere Rolle.
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