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Papierchromatographie

VYon P.v,TAvVEL
Treopor-KocHeR-Institut, Universitiat Bern

Es gibt in der modernen Chemie kaum eine Methode,
die zugleich so cinfach und so leistungsfihig ist wie die
chromatographische Trennung auf Filtrierpapier. Kleine
Mengen von Gemischen empfindlicher niedermolekularer
Stoffe lassen sich damit in relativ kurzer Zeit schonend
trennen. Das Verfahren kann mit cinfachsten Mitteln
in jedem Laboratoriwm aueh von Nichtchemikern leicht
gehandhabt werden.

Arbeitsweise

Die originclle Methode stammt von ConspEN, Goxn-
poN und MARTIN, die sie erstmals zur Trennung von
Aminosiuren in Wollhydrolysaten verwendet und 1944
veriffentlicht haben?.

Ein Tropfen von 5-10 mm? der Losung des Gemisches,
enthaltend 10-300 xg Aminoséuren, wird auf einem Strei-
fen Filtrierpapier einige Zentimeter vom Ende entfernt
aufgetragen und getrocknet. Das Ende des Papierstrei-
fens taucht man in einen kleinen Trog mit Losungs-
mittel, z. B. n-Propanol, so, daB3 die Stelle mit dem
Gemisch ca. 2 cm aullerhalb des Randes des Gefilles zu
licgen komnt. Der Trog wird in einem verschliefibaren

! R.ConspEN, A, H.GorDON und A.]J.P.MARTIN, Biochem, J. 38,
224 (1944),

Kasten derart befestigt, dafl das Papier frei herunter-
hingt (Abb.1). Die Luft, die den Streifen umgibt, muf}
mit dem Dampf des Losungsmittels geséttigt sein. Das
Papier saugt nun die Fliissigkeit aus dem Trog, die im
Verlaufe von 12-18 Stunden etwa 30 cm weit hinunter-
fliefit. Dabei werden diec Komponenten des Gemisches je

Abb. 1. Entwickeln cines Chromatogramms. 1 Glaskasten mit Deckel,
2 Trog mit Losungsmittel, 3 Filtrierpapier, 4 Gemischproben, 5 Schale
mit Losungsmittel zum Sittigen der Luft
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peraturkonstanz ist fiir die Trennung nur dann wesent-
lich, wenn die Verteilungskoeflizienten deutlich tempe-
raturabhéngig sind. Im allgemeinen reicht eine Kon-
stanz von * 2° aus.

Zwei Verbindungen lassen sich ohne spezifische Nach-
weisreaktionen im Chromatogramm im allgemeinen noch
cinwandfrei nebeneinander erkennen, wenn sich ihre
Rp-Werte um mindestens 10 % unterscheiden. Je linger
das Chromatogramm ist, desto grofer wird der Abstand
zwischen zwei benachbarten Flecken. Man kann die
Trennung aber nicht durch Verlingern des Entwick-
lungsweges beliebig steigern, weil die Flecken um so
diffuser werden, je weiter sie wandern. Bei kleinen Ry~
Werten ldfit man gelegentlich das Losungsmittel beim
Entwickeln vom Papier abflieen, um trotz beschrinkter
Papierlinge eine Vergroflerung der Entwicklungsstrecke
zu exreichen. Freilich muf} dafiir Sorge getragen werden,
daf} die Komponenten auf dem Chromatogramm ver-
bleiben.

Losungsmittel

Zur Trennung der Aminosiuven haben sich als Lo-
sungsmitte] Phenol, Kollidin, n-Butanol, n-Propanol,
Benzylalkohol w. a.. gut hewihrt, wenn man sie mit
Wasser nahezu sittigt. Trotzdem zu crwarten ist, daf3
sich nur Losungsmittel eignen, die mit Wasser zwei-
phasige Systeme bilden konnen, haben mit Wasser un-
beschrankt mischbarve Losungsmittel in vielen Fiillen
schr gute Trenneffektc crgeben. Zur Erklirung dieses
Verhaltens nimmt man an, daf sich das System Cellu-
lose-Wasser in hezug auf das Losungsvermogen anders
als reines Wasser verhilt und die Bildung ciner zweiten
Phase ermoglicht.

Phenol gibt oft eine braunc Losungsmittelfront, die
das Chromatogramm stéren kann. Wenn es iiher einigen
Aluminiumspiénen destilliert und mit einer Spur Kalium-
cyanid zur Bindung von Schwermetallen im Papier ver-
setzt wird, tritt die Verfarbung weniger stark auf. Die
Verwendung von reinstem Papier trigt wesentlich zur
Vermeidung dieser Storung bei.

Kollidin muf} stets lutidinhaltig sein. Die Mischung
ist im Handel erhiltlich, muB} aber mit Brom, dann mit
Natriumhydroxyd und durch Destillation gereinigt wer-
den. : '

In neuercr Zeit werden Alkohole und Mischungen von
verschiedenen Losungsmitteln, wie Ketone und Ester,
statt Phenol oder Koliidin empfohlen’:®,

Diese Losungsmittel cignen sich nicht nur zur Tren-
nung von Aminosiduren, sondern auch fiir die Zerlegung
von Mischungen von Zuckern, Zuckerderivaten, anor-
ganischen Ionen, Carboxylverbindungen und vielen an-
dern Stoffen.

Der pH

Der pH des Entwicklungsmittels kann die Trennung
von ionisierbaren Substanzen beeinflussen. Die Vertei-

5 R.A.Boissonnas, Helv. Chim. Acta 33, 1966 (1950).
¢ H.R.BenTLEY und J. K. WrITEHEAD, Biochem. J. 46, 341(1950).
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lungskoeflizienten der undissoziierten Verbindung sind
voun denen des Ions verschieden und bedingen unterschied-
liche Wanderungsgeschwindigkeiten beim Entwickeln.
Befinden sich beide Formen im Gleichgewicht, so erhiilt
man statt der scharfen Flecken verwaschene Streifen
lings des zuriickgelegten Weges. Der pH des Losungs-
mittels mufl deshalb so gewiihit werden, dafl dic Ver-
bindungen praktisch vollstindig oder gar nicht dis-
soziiert sind.

Die Carboxylionen der Monocaminodicarbonséduren,
z B. der Glutaminsdure oder Asparaginsiure, sind in
Phenol weniger loslich als die Sduren selbst und wandern
deshalb im Chromatogramm langsamer. Durch Zusatz
von Ammoniak zum Phenol werden diese Siuren in die
langsameren Carboxylionen iibergefithrt und lassen sich ’
von den Monoaminomonocarbonsiuren, die als inner-
molckulare Salze wenig pH-abhingig sind, besser ab-
trennen. Umgekehrt werden die basischen Aminosiduren
durch saure Zusitze, z. B. Essigsdure zu Butanol, ver-
zogert,

Neutralsalze

Groflere Mengen von Neutralsalzen stéren die Ent-
wicklung von Chromatogrammen zur Trennung von
Aminosiiuren und Zuckern. Nicht vollig geklirte Aus-
salzvorginge verursachen unscharfe, langgezogene Flek-
ken, Die Gemische miissen daher vor der Trennung von
grofleren Mengen Neutralsalzen gereinigt werden (z.B.
mit Ionenaustauschern).

Die Lokalisierung und Identifisierung
der getrennien Verbindungen

Um die getrennten Stoffe auf dem Papier nachzu-
weisen, bedient man sich geeigneter Farbreaktionen.
Bei Aminosduren z. B. hesprengt man den Bogen mit
0,1% Ninhydrinlésung in Butanol. Nach dem Trocknen
und Erhitzen auf 100° geben sich Aminosduren und
primére Amine durch blaue bis violette Flecken zu er-
kennen, auficr Prolin und Oxyprolin, die eine gelbe
Firbung bilden. Die Reaktion ist sehr empfindlich und
ermdoglicht noch 1 g Aminosdure zu exfassen.

Substanzen, die im Ultraviolettlicht flnoreszieren, z. 3.
Aminosiduren nach kurzem Erhitzen, kénnen unter der
Quarzlampe lokalisiert werden. Purine und Pyrimidine,
die ultraviolettes Licht stark absorbieren, lassen sich
im Chromatogramm nachweisen, indem man eine photo-
graphische Kontaktkopie des Chromatogramms im
Ultraviolettlicht herstellt. Auf der Kopie erzeugen die
Verbindungen weifle Flecken auf dunklem Grund?.

Wenn die Komponenten nicht durch spezielle Farb-
reaktionen identifiziert werden konnen, entwickelt man
Markicrsubstanzen neben der Mischung auf demselben
Blatt oder auf einem zweiten Chromatogramm unter
gleichen Bedingungen. Unbekannte Stoffe kénnen allen-
falls durch Vergleich der Lage ihrer Ilecken mit der-
jenigen der Markiersubstanzen identifiziert werden.

? R.MArkmam und J. D, Symiti, Biochem. J. 45, 204 (1949).
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Quantitative Papierchromatographie

Papierchromatogramme kann man quantitativ auns-
werten, indem man dic Gréfle der Farbilecken mit sol-
chen bekannter Proben vergleicht. Dic Methode gestattet
jedoch die Menge hestenfalls auf + 15 % abzuschitzen.
Meistens werden die getrennten Komponenten ausge-
schnitten, einzeln abgewaschen und in Losung analy-
siert. Um die Lage der Flecken festzustellen, ohne die
Substanzmenge zu vermindern, verwendet man Fluores-
zenz oder Absorption im Ultraviolett. Wo das nicht
geht, miissen dic Chromatogramme im Dopypel erstellt
werden, Ein Blatt dient zum Lokalisieren der Flecken,
das andere fiir dic quantitative Bestimmung. Eine
groBere Genauigkeit als + 5 % 1aBt sich in der Regel
nicht erreichen.

Neuerdings hat Wi1ELANDS dic sogenannte Retentions-
analyseentwickelt. Das eindimensionale Chromatogramm
eines Aminosiuregemisches wird nach dem Trocknen
mit ciner Liingskante in eine Reagenslésung von Kupfer-
acetat gestellt, die im Papier quer zur Entwicklungs-
richtung hochsteigt. Aminosduren binden die Kupfer-
ionen der aufsteigenden Losung komplex und halten sie
zuriick. Nachdem dic Reagenslésung bis nahe an die
obere Kante gestiegen ist, wird getrocknet und das

Kupfer durch die Braunfirbung mit Rhubeanwasserstofl’

sichtbar gemacht. Uber den Aminosiuren, die das Kupfer
gebunden haben, zeigt die Front des Reagens Einbuch-
tungen, deren Fliche proportional der Aminosiure-
menge ist (Abb, 4)., Kavrmann?® hat diese Analysen-
methode zur mikroanalytischen Untersuchung von Fet-
ten herangezogen.
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Abb, 4. Retentionsanalyse

Trennung von Zuckern und Derivaten

PARTRIDGE? hat erstmals das Verfahren von ConspEN
zur Trennung von Zuckern erfolgreich angewandt. Als
Losungsmittel erwicsen sich Phenol-Wasser, Kollidin—
Wasser, n-Butanol-Essigsdure u.a. als zweckmiiflig.

Spéter’ sind auch Mischungen von Athylacetat-Essig- .

8 TH. WIELAND, Z. angew, Chem. 60 A, 313 (1948).

% H. P. Kaurmann, Fette u. Seifen 52, 713 (1950).

10 A JeanEs, G.S.WISE und R.J.DimLER, Anal, Chem. 23, 415
(1951).
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sdurc-Wasser und Athylacetat-Pyridin-Wasser emp-
fohlen worden. Besonders hei Zuckern hat die Erfah-
rung gelehrt, dal unbekannte Mischungen mit minde-
stens drei verschiedenen Lbsungsmitteln getrennt wer-
den miissen, weil sonst Beimischungen anderer Verbin-
dungen durch ihre Lage leicht Zucker vortiiuschen
kénnen.

Um reduzicrende Zucker auf dem Papier sichthar zu
machen, besprengt man den Bogen mit ammoniakalischer
Silbernitratlésung. Die Lage der einzelnen Verbindung
gibt sich durch braune Flecken nach dem Trocknen und
Torhitzen zu erkennen. Die Silbernitratreaktion ist aber
keineswegs spezifiseh fiir Zucker; so geben Polyphenole
und zahlreiche andere reduzierende Verbindungen eben-
falls eine positive Reaktion. Zum Nachweis einzelner
Gruppen von Zuckern und ihren Derivaten gibt es cine
grofle Zakl spezifischer Farbreaktionen!l. Die wichtig-
ste beruht auf der Spaltung mit starken Séduren, wobei
Furfurol und andere Abbauprodukte entstehen, die mit
aromatischen Aminen und Phenolen Farbreaktionen
zeigen, welche fiir die Zucker charakteristisch sind. Bei
der Anwendung dieser Reaktion auf dem Chromato-
gramm verwendet man an Stelle der sonst iiblichen Salz-
siure besser Trichloressigsdure, um cinen Abbau der Cel-
Iulose des Papiers zu vermeiden. Die aromatische Kom-
ponente wird zusammen mit der Sdure aufgetragen, ge-
trocknet und kurz erhitzt, Naphtoresorcin liefert 2.B. eine
spezifische Reaktion auf Ketohexosen, Rohrzucker und
Raffinose. m-Phenylendiamin gibt Flecken, dic im
Ultraviolett Fluoreszenzerscheinungen zeigen, welche
durch ihre Farbnuance ¢ine weitere Differenzierung dex
Zucker gestatten. Mit saurem Anilinoxalat kinnen Al-
dosen nehen Ketosen, dic nicht reagieren, erkannt
werden.

Fiir quantitative Bestimmungen werden die Kompo-
nenten cingeln vom Papier gewaschen und die Lésung
nach Somocyr mit Kupfer’? oder mit Kaliumjodid bei
gewissen pII!® hestimmnt. Die Lokalisierung der Flecken
nimmt man anhand eines Doppels des Chromatogramms
vor, das unter gleichen Bedingungen entwickelt und mit
ammoniakalischer Silbernitratlgsung hehandelt worden
ist.

Optische Ysomeren lassen sich dureh Verteilungschro-
matographie zerlegen. Dagegen bietet die Trennung
optischer Antipoden Schwierigkeiten. Bonino und Ca-
RASSITIY gelang dic Trennung der racemischen Mi-
schung von d- und I-e-Naphtolbenzylamin mit Phenol
als stationire und 1-Weinséiurelosung als mobile Phase.

U E, L Hmesr und J.K.N, Jones, Disc. Faraday See. Nr. 7, 269
(1949); S.M.ParTrIpGE, Biochem. Soc. Symposia Nr. 3 (1949); L,
HougH, J.K.N. JonEs und W.H, Wabnman, J. Chem. Soe, 1950,1702;
J.G.Bucuman, C A, Dekker und A.G.Lone, J.Chem.Soc. 1950,
3162.

2 A E.Froop, E.L.Hirst und J.K.N.Jones, Nature 160, 86
(1947).

B8 J R.HawTnorNE, Nature 160, 714 (1947).

4 G, B.Bowino und V.CarassiTI, Nature 167, 569 (1951).








