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Gelchromatographie, eine Methode zur Stofftrennung 
aufgrund von Molekulargewichtsunterschieden*

* Vortrag am 13. September 1968 anläßlich der ilmac in Basel.

H.Detebmann

Biotest-Serum-Institut GmbH, Frankfurt am Main

Summary
Gel chromatography, a method for the size separation of 

various kinds of molecules, is performed in an experimentally 
very simple way. A selection of analytical and preparative 
applications is summarized. Special stress is layed upon the 
industrial use.
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Einleitung

Die Gelchromatographie ist an und für sich ein Spezial­
fall der Flüssigkeitschromatographie, die bereits auf 
Tswett zurückgeht. Sie unterscheidet sich jedoch - wie

wir gleich sehen werden — in ganz wesentlichen Punkten 
von den anderen hierher gehörenden Techniken (Adsorp­
tion, lonenaustausch, Verteilung), indem nämlich keine 
Anreicherung der gelösten Stoffe in der stationären 
Phase stattfindet. Nachdem die Flüssigkeitschromato­
graphie durch einige neue Techniken (z.B. Gaschroma­
tographie) zurückgedrängt worden war, hat sie durch 
die Einführung der «Gelfiltration» durch Porath und 
Flodin1 vor nunmehr bald zehn Jahren einen enormen 
Aufschwung genommen3.

1.1. Gele

Gele bestehen definitionsgemäß3 meist aus zwei Kom­
ponenten: der dispergierten Substanz (in unserem Fall 
dem Gelbildner) und dem Dispersionsmittel (dem Lö­
sungsmittel). Beide durchdringen einander und sind in 
sich zusammenhängend. Die Kohärenz beider Systeme 
ist das wesentliche Merkmal eines Gels, d.h. man kann 
innerhalb des jeweiligen Systems von jedem Punkt aus 
jeden beliebigen anderen Punkt erreichen, ohne jemals 
das System verlassen zu müssen. Die Kohärenz des Dis­
persionsmittels zeigt sich darin, daß die Diffusion kleiner 
Moleküle praktisch mit der gleichen Geschwindigkeit 
vonstatten geht wie in der reinen Lösung. Das Gelgerüst 
besteht in der Regel aus Makromolekülen, die an Haft­
punkten bzw. in Haftbereichen miteinander verbunden 
sind, je nachdem, welche Art energetischer Wechsel­
wirkung zwischen den (meist) Fadenmolekülen besteht. 
Man spricht im ersten Fall von Hauptvalenzgelen: die 
Molekülketten sind durch homöopolare Bindungen zu
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einem dreidimensionalen Netzwerk verbunden (Bei­
spiel: Polystyrol/DVB-Kopolymerisat). Im zweiten Fall 
liegt ein Nebenvalenzgel vor, das dadurch entsteht, daß 
lineare Polymerketten durch sekundäre Bindungskräfte 
verbunden werden (Beispiel: Gelatine). Es liegt in der 
Natur der Sache, daß die Gele vom zweiten Typ durch 
Veränderung der Umweltbedingungen in den Lösungs­
zustand übergehen können, während die Hauptvalenz­
gele unter allen Bedingungen sehr stabil sind. Entfernt 
man aus einem solchen Gel das Lösungsmittel, besser: 
das Quellmcdium, dann schrumpft es in den meisten 
Fällen (Xerogel), um beim Hinzufügen des Dispersions­
mittels wieder zu quellen. Die Größe der Gelporen hängt 
damit vom Grad der Quellung und diese wiederum vom 
Lösungsmittel sowie von der Anzahl der Verknüpfungs­
stellen zwischen den Polymerketten ab. Eine Reihe von 
porösen Polymeren verlieren nicht oder nur sehr wenig 
ihre Struktur, wenn das Dispersionsmittel entfernt wird 
(Trocknung).

nun das Lösungsmittel außerhalb des Gels einen gelösten 
Stoff, dessen Moleküle größer sind als die größten Poren 
im Gel, so bleibt die Diffusion aus. Nimmt man aber 
immer kleinere gelöste Moleküle, dann wird für sie 
schließlich ein Teil der Gelporen zugänglich. Die Vertei­
lung der Moleküle hängt dann von der Porengröße (der 
Geldichte) ab. Ist das Molekulargewicht des gelösten 
Stoffs klein im Verhältnis zur Geldichte, so stellt die Gel­
phase für die Diffusion keinerlei Hindernis dar. Im 
Gleichgewicht befinden sich nun ebenso viele Moleküle 
im Gel wie in der überstehenden Lösung.

Abb.l. Schema für die Netzstruktur von Gelen, a) herkömmliche 
Gele, b) makroporöse Polymere. Die Anzahl der Striche symbolisiert 
die Polymerkonzentration; diese ist in beiden Fällen gleich. Der 
Unterschied in der Porengröße ist evident

b

Abb. 2. Schema der Gelchromatographie in 
drei Phasen

Auf Abb. 1 sind schematisch die beiden Geltypen - im 
Gleichgewicht mit dem Dispersionsmittel — dargestellt. 
Man kann sich vorstellen, daß Schnittpunkte der Linien 
im linken Bild (konventionelles Gel) die Bereiche der 
Vernetzung darstellen. Die Anzahl der gezeichneten 
Linien (Polymerketten) ist in beiden Fällen gleich, im 
rechten Bild ist ein (makroporöses) Aerogel schemati­
siert. Das Bündeln der Polymerfäden kann man entweder 
durch einen sehr hohen Vernetzergehalt bei der Poly­
merisation erreichen, oder sekundäre Bindungskräfte 
bewirken die Ausbildung solcher Haftzonen. Beide Gel­
typen werden als Trennmaterialien für die Gelchromato­
graphie herangezogen, worauf später noch eingegangen 
wird.

1.2. Trennschema

Wir betrachten nun eine Grenzfläche zwischen Gel 
und reinem Lösungsmittel. Das Lösungsmittel sei dabei 
mit dem Dispersionsmittel des Gels identisch. Enthält

Theoretisch könnte man sich vorstellen, daß durch 
Vorbeiströmen von gelösten Molekülen verschiedener 
Größe an solchen Oberflächen eine Auftrennung zu­
stande kommt. Sehr viel wirksamer muß die Trennung 
werden, wenn man das Gel granuliert und so die Grenz­
fläche vervielfacht, also auch die Zeit für die Einstellung 
des Diffusionsgleichgewichts enorm vermindert. Füllt 
man die Gelpartikel mit Lösungsmittel in ein senkrecht 
montiertes Glasrohr, so bewirken sie beim Durchsickern 
einer Lösung von verschieden großen Molekülen deren 
Auftrennung, wenn mit reinem Lösungsmittel nachge­
waschen wird. In Abb. 2 ist der Vorgang schematisch 
wiedergegeben, wobei der besseren Übersicht wegen nur 
zwei Molekülsorten (große und kleine Punkte) und die 
Gelpartikel (Kreise) wiedergegeben worden sind. Abb. 
2 a zeigt den Zustand unmittelbar nach Auf bringen der 
Zone auf die Packung aus Gelpartikeln (das Gelbett). Für 
die Diffusion der kleinen Moleküle ist das Gel kein Hin­
dernis. Sie verbreiten sich gleichmäßig über den ganzen 
Querschnitt des Glasrohrs, während die großen Mole.
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küle nicht in das Gel eindringen können, so daß ihnen 
nur das Lösungsmittel zwischen den Gelpartikeln (äuße­
res Volumen) zur Verfügung steht (Abb.2b). Beim 
Nachwaschen mit Lösungsmittel findet aber der Stoff­
transport nur in diesem äußeren Volumen statt, so daß 
die großen Moleküle rascher transportiert werden als die 
kleinen (Abb. 2c), die ja durch zwischenzeitliche Diffu­
sion in die (ruhende) Gelphase verlangsamt werden. 
Enthielte die Mischung noch mittelgroße Bestandteile, 
so würden diese - im Diffusionsgleichgewicht — nur einen 
bestimmten Teil der Gelphase aufsuchen. Die Kompo­
nenten unseres Gemischs werden also das mit Gelpar­
tikeln gefüllte Rohr in der Reihenfolge abnehmenden 
Molekulargewichts verlassen, wie es ihrer - durch Diffu­
sion bedingten - Aufenthaltsdauer in der ruhenden Gel­
phase entspricht.

1.3. Volumenwerte

Um die Ergebnisse einer Gelfiltration zu dokumen­
tieren, bedient man sich in der Regel eines Elutionsdia­
gramms. Dazu zeichnen wir auf der Ordinate die Konzen­
tration und auf der Abszisse das Volumen des Eluats auf
(vgl.Abb.3)

Abb. 3. Konstruktion eines Elutionsdiagramms; Vo — äußeres Vo­
lumen; K; = inneres Volumen; Vs = Separationsvolumen (die stark 
ausgezogenen Kurven geben das wirkliche Verhalten wieder, während 
die Kästen theoretisch zu erwarten wären)

Das Eluat, gemessen vom Aufbringen der Substanzen 
bis zur Elution der Komponente in maximaler Konzen­
tration, bezeichnet man als Elutionsvolumen (Ve). An 
einer gegebenen Gelpackung wird eine bestimmte Sub­
stanz mit dem gleichen Elutionsvolumen eluiert. Ganz 
große Moleküle können nicht in die Gelkörner eindringen; 
sie sollten also mit dem zwischen den Gelkörnern befind­
lichen Lösungsmittelvolumen eluiert werden (1^ = Vß. 
Von den kleinen Molekülen kann man erwarten, daß sie 
alle Bereiche der Gelphase durchdringen, so daß man für 
ihre Elution die Summe aus äußerem und innerem Vo­
lumen benötigt (Ve = Vo + Vf.

Besonders wichtig und interessant ist nun aber das 
Verhalten von Substanzen, die weder ganz ausgeschlos­
sen werden noch ganz frei diffundieren können. Ihnen 
steht für die Diffusion nur ein Bruchteil (Kß des inneren

Volumens zur Verfügung, so daß ihr Elutionsvolumen 
sich nach

v^K + KeK
berechnen läßt.

Das Gesamtvolumen der Gelpackung (^ = total 
volume) setzt sich dem nach aus drei Anteilen zusammen: 
dem Volumen zwischen den Gelkörnern (Vo = outer 
volume), dem Lösungsmittelvolumen innerhalb der Gel­
partikel (Vf und dem Volumen der Gelmatrix (FJ.

v^vo + vi + vm.

Das Gesamtvolumen der Gelpackung (Vf ist natürlich 
leicht zu messen, indem man den Rauminhalt der Ko­
lonne von der Auflage des Gelbetts bis zu seinem oberen 
Rand bestimmt. Das äußere Volumen ermittelt man 
einfach dadurch, daß man einen hochmolekularen Stoff 
(der nicht in die Gelkörner eindringen kann) an der Gel­
packung chromatographiert. Das Lösungsvolumen, das 
zwischen dem Start und dem Erscheinen dieses Stoffs im 
Eluat die Säule verläßt, entspricht genau der Flüssig­
keitsmenge, die sich zwischen den Gelpartikeln befindet. 
Für die Charakterisierung von wäßrigen Gelen eignet sich 
z. B. ein hochmolekulares gefärbtes Polysaccharid (Blue 
Dextran, Pharmacia, Uppsala). Man kann aber natürlich 
alle löslichen Substanzen verwenden, von denen man 
sicher weiß, daß ihr Molekulargewicht jenseits der Aus­
schlußgrenze (Mlim) liegt. Bei der Chromatographie von 
homologen Polymeren manifestiert sich diese Grenze im 
Molekulargewicht desjenigen Stoffs, der gerade über­
haupt nicht mehr in die Gelphase eindringen kann. Er 
hat dann das gleiche Elutionsvolumen (entsprechend 
dem äußeren Volumen Vß wie alle höhermolekularen 
Stoffe. Für die im Handel befindlichen Gele ergibt sich 
die Ausschlußgrenze in etwa aus den in den Broschüren 
der Hersteller4,5 tabellierten Trennbereichen.

Schwieriger ist es mit der Bestimmung der beiden 
anderen Volumina (V: und Vm). Das innere Volumen (Vf 
hängt natürlich mit der Porosität des Gels zusammen. 
Stark quellbare oder poröse Gele enthalten relativ viel 
Lösungsmittel und wenig Matrix, während Partikel aus 
wenig quellbaren Gelen natürlich mehr Festkörper und 
weniger Flüssigkeit enhalten. Für Xerogele, wie Sepha­
dex, läßt sich J^ noch relativ einfach berechnen, wenn 
man das Lösungsmittelaufnahmevermögen (S, = sol­
vent regain) kennt. Man braucht dann nur die Einwaage 
an Trockengel (a) mit Sr zu multiplizieren und durch die 
Dichte (o) des Lösungsmittels zu dividieren:

* e

Das Matrixvolumen (Vm) ist natürlich bei den starren 
Aerogelen deutlich höher, man kann hier Vt auch nicht 
so einfach berechnen.
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1.4. Elutionsparameter

In der Papier- und Dünnschichtchromatographie hat 
sich der sogenannte Ry-Wert hervorragend zur Beschrei­
bung des Elutionsverhaltens der Stoffe bewährt. Für die 
Gelchromatographie kann man verschiedene Stoffkon­
stanten definieren, die unabhängig von den Dimensionen 
für einen Stoff an einem bestimmten Gel charakteristisch 
sind. In Tabelle 1 sind die meßbaren Volumenwerte 
nochmals zusammen mit diesen Elutionskonstanten zu­
sammengestellt. Natürlich kann man, ähnlich wie beim 
Ry-Wert, das Elutionsvolumen durch eines der konstan­
ten Volumina der Gelpackung dividieren und dadurch 
normieren; die so gewonnenen Konstanten hängen aber 
bezüglich ihrer Genauigkeit von der absoluten Größe ab.

Obwohl der Kd-Wert von Anbeginn mit der «Gelfil­
tration an Sephadex» verbunden wurde6, hat er sich 
doch niemals zur Beschreibung von Versuchsergebnissen 
allgemein durchsetzen können. Das hängt mit der Un­
sicherheit in der Bestimmung von Vi zusammen.

Wegen dieser Schwierigkeiten hat man einen anderen 
Parameter gesucht, durch den man das Elutionsverhal­
ten von Substanzen, denen nur ein Teil der Gelphase zu­
gänglich ist, besser beschreiben kann. Besonders geeig­
net für eine allgemeine Anwendung erscheint die von 
Laurent und Killander7 definierte Konstante Kav 
(av = available), die sich vom Kd-Wert dadurch unter­
scheidet, daß anstelle des inneren Volumens [V^ das ge­
samte Volumen der Gelphase (Vs = Vt — Vo — Vt-\- Vm) zu 
ihrer Berechnung verwendet wird. Hier sind alle Größen 
einfach zu messen. Der Unterschied zwischen Kd und 
Kav ist um so geringer, je poröser (stärker quellbar) das 
betrachtete Gel ist. Bei den Gelen mit hoher Polymer­
konzentration besteht natürlich ein beträchtlicher Un­
terschied. Die in Tabelle 1 definierten Konstanten erlau­
ben ein Urteil darüber, ob die Trennung zweier Stoffe an 
einer vorgegebenen Gelpackung überhaupt möglich ist 
oder nicht.

Tabelle 1. Elutionsparameter bei der Gelchromatographie

Parameter Bemerkung

Vergleich nur an ein und derselben Gel-
packung möglich

VelVi Ve!Vo empfindlich gegen Unterschiede in der Pak-
kungsdichte, größte Genauigkeit bei klei-
nem Ve

Ve-Vo
Kd~ y. Unsicherheit in der Bestimmung von V^

größte Genauigkeit bei großem kg
Ve-V» alle Volumina einfach zu messen, größte
v t 'o Genauigkeit bei großem Ve

Man kann (bei Kenntnis von Vt und Vo einer Gelpak- 
kung) z.B. aus den Km-Werten das sogenannte Separa­
tionsvolumen (F,) berechnen, das ist das Lösungsmittel­
volumen, durch welches die Maxima der beiden Sub­

stanzen (mit den Kav-Werten K'c und K"„) im Verlauf 
der Elution voneinander getrennt werden.

v = K - *7 = « - K„) (K~K)-

Wegen der - diffusionsbedingten - Verbreiterung der 
Banden muß das Separationsvolumen natürlich etwas 
größer (als hier berechnet) gewählt werden, damit eine 
einigermaßen vollständige Trennung gewährleistet ist. 
Nach der Gleichung ist aber Vs direkt Vt proportional, 
so daß man (bei konstanter Differenz der Kav-Werte) 
natürlich an einer größeren Gelpackung auch ein grö­
ßeres Separationsvolumen erzielen kann.

2.1. Materialien

Ein für die Gelchromatographie geeignetes Gel sollte 
in Form kleiner, möglichst gleichmäßiger Kugeln herge­
stellt werden können, damit durch Diffusionsunter­
schiede keine Verbreiterung der Banden eintritt. Die 
meisten käuflichen Materialien erfüllen diese Forderung, 
indem mehr oder weniger enge Siebfraktionen für die 
verschiedenen Anwendungen angeboten werden.

Unter den Xerogelen, die durch Quellung im Lösungs­
mittel ihre poröse Struktur erst bekommen, ist das Dex­
trangel Sephadex der hervorragendste Vertreter. AB 
Pharmacia, Uppsala, hat durch die Entwicklung dieses 
Trennmediums die Gelchromatographie - zunächst Gel­
filtration genannt — eigentlich begründet. Heute gibt es 
Sephadex in einer Vielzahl von Typen (vgl. Tabelle 2) 
mit sehr unterschiedlichen Trennbereichen. Über 90% 
der über 2000 Arbeiten, in denen die Gelchromatographie 
bisher eingesetzt wurde, sind unter Verwendung von 
Sephadex ausgeführt worden.

Tabelle 2. Eigenschaften der käuflichen Sephadex-Gele

Typ Wasser­
aufnahme 
(ml/g)

Gelbett­
volumen 
(ml/g)

Trennbereich 
(Molekulargewicht 
von Dex tränen)

G-10 1,0 2 bis 3 bis 700
G-15 1,5 2,5 bis 3,5 bis 1500
G-25 2,5 4 bis 6 100 bis 5000
G-50 5,0 9 bis 11 500 bis 10 000
G-75 7,5 12 bis 15 1000 bis 50000
G-100 10 15 bis 20 1000 bis 100 000
G-150 15 20 bis' 30 1000 bis 150 000
G-200 20 30 bis 40 1000 bis 200 000

Während das Dextrangel durch Reaktion von vor­
gebildeten Dextranketten mit bifunktionellen Reagen- 
tien entsteht, wird das Polyacrylamidgel durch Kopoly­
merisation von mono- und bifunktionellen Monomeren 
hergestellt. Bio-Gel ist das einzige Handelsprodukt, wel­
ches hier eine gewisse Verbreitung gefunden hat. In 
Tabelle 3 sind die verschiedenen Typen davon anhand 
ihrer Trennbereiche vorgestellt.
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Tabelle 3. Eigenschaften der käuflichen Bio-Gele

Typ Wasser­
aufnahme 
Ws)

Gelbett­
volumen
M/g)

Trennbereich 
(Molekulargewicht 
globulärer Proteine )

P-2 1,6 3,8 200 bis 2 000
P-4 2,6 6,1 500 bis 4 000
P-6 3,2 7,4 1000 bis 5 000
P-10 5.1 12 5 000 bis 17 000
P-30 6,2 14 20 000 bis 50 000
P-60 6,8 18 30000 bis 70000
P-100 7,5 22 40 000 bis 100 000
P-150 9,0 27 50 000 bis 150 000
P-200 13,5 47 80 000 bis 300 000
P-300 22,0 70 100 000 bis 400 000

Man kann nicht unbeschränkt für die Auftrennung 
immer größerer Moleküle immer porösere Xerogele her­
stellen, weil die anwendungstechnischen Eigenschaften 
dann immer schlechter werden. Bereits Sephadex G200 
oder Bio-Gel P300 erfordern bei der Handhabung ge­
wisse Kunstgriffe. Agarose hat sich zunächst empirisch 
als ein Gelbildner erwiesen, der aufgrund der Nebenva­
lenzen dieses Polysaccharids eine makroporöse Struktur 
ausbildet8. Dieses Material nimmt eine Art Zwischen­
stellung ein, denn die Perlen sind noch sehr weich, und 
sie schrumpfen auch enorm, wenn das Lösungsmittel 
entzogen wird. Sagavac und Sepharose heißen die in ver­
schiedenen Typen auf dem Markt befindlichen Produkte 
für Trennungen bis hinauf zu Viren und Zellpartikeln.

Wesentlich bessere technologische Eigenschaften hat 
ein Gel aus Cellulose, das wir9 entwickelt haben. Man 
erhält es durch Ansäuern von einer Celluloselösung in 
Schweizers Reagens, suspendiert in einem organischen 
Lösungsmittel. Hierbei entstehen Partikel aus weitge­
hend amorphem Cellulose-Regenerat. Diese Partikel 
haben eine sehr starre Struktur; der Grad ihrer Porosi­
tät läßt sich durch die Konzentration der zum Regene­
rieren eingesetzten Celluloselösung regulieren. Wir haben 
das anhand eines Testgemisches aus Coli-Bakterien, 
hochmolekularem Dextran und Benzylalkohol9 zeigen 
können.

Alle bisher besprochenen Gele sind vorwiegend für 
wäßrige Systeme gedacht. Zur Verwendung in organi­
schen Lösungsmitteln gibt es nicht eine solche Auswahl 
von Möglichkeiten. Alkyliertes Sephadex G25 besitzt in 
verschiedenen Lösungsmitteln molekülsiebende Eigen­
schaften, wenn man die hier besonders ausgeprägten 
Affinitätskräfte beherrschen kann10. Auf dem Markt ist 
lediglich Sephadex LH 20, welches naturgemäß nur im 
unteren Molekulargewichtsbereich wirksam ist. Für die 
Untersuchung von Plastikmaterialien ist aber besonders 
der Bereich hoher Molekulargewichte interessant. Es 
scheint so, als ob die Weichheit stärker quellbarer Gele 
in organischen Lösungsmitteln noch mehr ausgeprägt 
ist. Daher hat hier das Prinzip der makroporösen Poly­
meren (Gele zweiter Art) mit dem Styragel, einem Kopo­
lymeren aus Styrol mit viel Divinylbenzol, großen Erfolg 
gehabt11. Es gibt dieses Material in sehr verschiedenen

Porositätsabstufungen mit ganz hervorragenden anwen­
dungstechnischen Eigenschaften. Man kann, weil es 
nicht quellbar ist, in sehr vielen verschiedenen Lösungs­
mitteln damit arbeiten.

Nahezu universell verwendbar und auch technisch 
ideal zu handhaben ist ein neuerdings erhältliches makro­
poröses Kieselgel, Porasil, das sich gelegentlich schon 
als hervorragendes Trennmedium erwiesen hat12. Hier 
sind allerdings die möglicherweise sehr starken Wechsel- 
wirkungskräfte zwischen der Kieselsäure und - nament­
lich bei biologisch interessanten Molekülen - den ge­
lösten Stoffen noch nicht genügend untersucht.

Abb.4. Trenncharakteristik für verschiedene Gele: Polyacrylamid 
mit 1% Vernetzter (paa 8-1) und mit 25% Vernetzer (paa 8-25); 
Agarose 4% (sag 4) und 10% (sag 10); Sephadex G-200, Styragel 
5 ■ 101 A. Ordinate: Elutions verhalten von Makromolekülen; Abszisse: 
Molekulargewicht

Man könnte sich fragen, ob in Anbetracht der hervor­
ragenden Eigenschaften von makroporösen Polymeren 
die herkömmlichen Gele überhaupt noch eine Chance 
haben. Für die Beurteilung dieser Frage ist die Aufnahme 
der Trenncharakteristik entscheidend. In Abb.4 ist für 
einige Materialien die Abhängigkeit des Elutionsverhal­
tens vom Molekulargewicht aufgezeichnet. Man erkennt, 
daß ein vorgegebener Molekulargewichtsunterschied so­
wohl sehr große als auch relativ kleine Unterschiede im 
Elutionsverhalten bewirken kann. Es ist also für die Be­
urteilung eines Gels als Trennmedium nicht allein ent­
scheidend, wie weit man die Ausschlußgrenze in immer 
höhere Molekulargewichtsbereiche verschieben kann.

2.2. Geräte

Die für die erfolgreiche Ausübung der Gelchromato­
graphie notwendige Geräteausstattung unterscheidet sich 
eigentlich in nichts von der für eine andere Flüssigkeits-
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chromatographie sinnvollen. Immerhin hat aber wegen 
des Aufschwungs durch die Gelchromatographie die 
Industrie nun eine Reihe von wesentlichen Erleichte-
rungen geschaffen.

Wie bereits mehrfach gesagt, gibt die Handhabung der 
weichen Gele oft große experimentelle Probleme auf. 
Daher ist es manchmal zweckmäßig, wenn man nicht 
nur ein einfaches verjüngtes Glasrohr mit Watte als 
Unterstützung des Gelbetts verwendet, sondern wenn 
man eines der vielfach angebotenen Chromatographie­
rohre verwendet. Gleichwertige Konstruktionen werden 
hierzulande in den verschiedensten Abmessungen z.B. 
von den Firmen

Pharmacia
Whatman
Glenco-Serva
LKB

angeboten. Oft hat man ganze Chromatographiesysteme 
mit diversen Hähnen, Verbindungsstücken und anderen 
Erleichterungen entwickelt2.

Das Detektorsystem ist auch hier von entscheidender 
Bedeutung. Ein enorm zuverlässiges und relativ ein­
faches Durchflußphotometer (lkb Uvicord) war jahre­
lang fast ausschließlich im Gebrauch. Inzwischen sind 
andere, empfindlichere, spezifischere oder universellere 
Meßprinzipien dazugekommen, die bisher jedoch nur 
relativ selten angewendet werden:

Brechungsindex 
Adsorptionswärine 
Flammenionisation 
Leitfähigkeit

Abb. 5. Schematische Darstellung des Waters-Gelpermeationschro- 
matographen. Aus einem Reservoir (a) wird mit einer Pumpe (b) 
Lösungsmittel über einen (nicht gezeichneten) Druckminderer durch 
die Referenzzelle des Diffcrentialrefraktometers (c) gepumpt. Ein 
weiterer Strom geht durch einen Hahn (d), wo er eine gemessene 
Menge Lösung aufnehmen kann, durch die vier Trennsäulen (e) 
(je 0,95 X 120 cm) in die andere Zelle des Detektors. Von dort geht 
es über das Siphon (f) in den Fraktioncnsammler (g). Alle Verbin­
dungen und die Kolonnen sind druckfest in Edelstahl ausgeführt

Es gibt ein komplettes Gerät für die sogenannte Gel- 
permeationschromatographie, das aus einer Anzahl von 
Styragel-Kolonnen, einer Pumpe und einem Differen­
tialrefraktometer besteht. Das gpc von Waters Ass. 
(Abb. 5) ist mittlerweile in einigen hundert Exemplaren 
in den Untersuchungslaboratorien der Kunststoff Indu­
strie in aller Welt verbreitet.

Inzwischen hat die Gelfiltration auch in den Bereich 
der industriellen Fertigung einen Durchbruch erzielt, 
seit es geeignete Geräte gibt, mit deren Hilfe man große 
Volumina beherrschen kann. Das Sephamatic-System 
erlaubt in seinen großen Ausführungsformen den Durch­
satz von mehreren hundert Litern Lösung/Stunde.

Auch für eher technische Zwecke spielt die Korbzen­
trifuge (Abb. 6) bei der Handhabung sehr viskoser Lö­
sungen eine Rolle13. Das Gelbett wird hier horizontal 
durchströmt, wobei die Probe mit einer künstlich er­
höhten Schwerkraft durchgepreßt wird. In diesem Fall 
besteht die Packung nur aus den gequollenen Gelkör­
nern ohne umgebendes Lösungsmittel.

Abb.6. Schematische Scbnittzeichuung durch eine Korbzentrifuge; 
a) durchlöcherter Rotor; b) Filtriereinlage; c) Gelbett; d) Einlaß- 
rohr; e) Auslauf

2.3. Kleinster Maßstab

Wir haben vorhin gesehen, daß man - mit Hilfe 
geeigneter Apparaturen — auch große Substanzmengen 
handhaben kann. Hierfür werden später auch noch Bei­
spiele vorgestellt werden. Erwähnt werden soll hier nur, 
daß man für kleinste Mengen auch noch eine spezielle 
Technik heranziehen kann, die Dünnschicht-Gelchro­
matographie. Hierbei handelt es sich gewissermaßen um 
eine offene Säule, d.h. das feuchte Gel ist auf einer Glas­
platte ausgebreitet. Dies hat den Vorteil, daß man meh­
rere Proben leicht nebeneinander auftragen kann. Na­
türlich handelt es sich hier ausschließlich um eine ana­
lytische Technik. Die Platte wird dann, wie das aus Abb. 
7 ersichtlich ist, über ein Filtrierpapier mit einem Lö­
sungsmittelreservoir verbunden. Sie wird während der 
chromatographischen Trennung in geringem Abstand 
mit einer zweiten Platte («Sandwich») bedeckt, um das 
Austrocknen zu verhindern.
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Abb.7. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur Dünn­
schicht-Gelchromatographie; a) Längsschnitt; b) Ansicht von oben; 
c) Detail der Papierauflage

3. Anwendungsbeispiele

Die Einsatzmöglichkeiten der Gelchromatographie 
lassen sich im Grunde in zwei Hauptgruppen einteilen: 
Sie ist zunächst ein Verfahren, um sehr große von sehr 
kleinen Molekülen zu trennen. Das bedeutet, daß das 
Molekulargewicht der einen Molekülsorte außerhalb der 
Ausschlußgrenze des verwendeten Gels liegt, während 
das Gel von der anderen Molekülsorte gänzlich durch­
drungen werden kann. Diese Anwendung ist noch am 
ehesten mit einem Sieben oder mit einer Filtration zu 
vergleichen. Daher soll hierfür die Bezeichnung «Gel­
filtration» gewählt werden. Liegt aber ein Gemisch von 
Molekülen abgestufter Größe vor, so muß man ein Gel 
wählen, dessen Fraktionierungsbereich möglichst diese 
Spanne überdeckt. Naturgemäß müssen dann — wegen 
der geringeren Unterschiede im Elutionsvolumen — die 
Versuchsbedingungen sehr sorgfältig gewählt werden. 
Diese Art von Trennoperationen soll hier mit «.Gelchro­
matographie» bezeichnet werden.

Falls man beim Fraktionieren einen geringen Verlust 
an den Komponenten in Kauf nimmt, kann man beide 
(große und kleine Moleküle) praktisch unverdünnt iso­
lieren. Dies gelingt immer dann, wenn man das Volu­
men des Gelbettes dem Volumen der zu entsalzenden 
Lösung, das meist vorgegeben ist, optimal anpaßt:

Wenn die Makromoleküle von den Gelkörnern ganz 
ausgeschlossen werden (Kav = 0) und die Salze ganz 
frei diffundieren können (Kav = 1), so ist der Unter­
schied im Elutionsvolumen gleich dem inneren Volumen 
der Gelpackung. So groß sollte dann auch das für eine 
vollständige Trennung gerade noch tragbare Prohe- 
volumen sein. Wenn man noch in Rechnung setzt, daß 
eine ganz freie Diffusion der Salze selten gegeben ist 
(Km < 1) und die Banden sich überdies im Verlauf der 
Chromatographie etwas verbreitern, dann kommt man 
zu dem Schluß, daß das Probevolumen etwa 75% vom 
inneren Volumen betragen kann. Für die Sephadex- 
Gele G-25 und G-50 bedeutet dies, daß man ein Volu­
men von 40% des gesamten Gelbettvolumens starten kann 
und noch eine vollständige Entsalzung erhält.

Abb. 8. Umrüstung eines gewöhnlichen Zentrifugenglases zu einer 
Korb Zentrifuge; a) Plexiglasrohr; b) Haltering; c) Nylonnetz; d) 
Klebestelle; e) Unterstützung

3.1.1. Gelfiltration

Im Sinne der gegebenen Definition handelt es sich 
bei den als Gelfiltration im engeren Sinne zu beschreiben­
den Beispielen immer um die Trennung von Stoffen mit 
erheblichen Molekulargewichtsunterschieden. Besonders 
in der «Gelfiltration» tritt die Stofftrennung durch 
Chromatographie an porösen Gelen in Konkurrenz zu 
der seit langem gebräuchlichen Dialyse. Die Gelfiltra­
tion hat gegenüber der Dialyse den ganz wesentlichen 
Vorteil der erheblich kürzeren Versuchsdauer. Diese ist 
bei geschickter Wahl der Versuchsbedingungen unab­
hängig von der Größe des Ansatzes. Das kann bei emp­
findlichen Naturstoffen von ganz entscheidender Be­
deutung sein. Einer noch stärkeren Verbreitung der Gel­
filtration - anstelle der Dialyse - steht oft das Argument 
entgegen, daß eine Verdünnung der hochmolekularen 
Komponente befürchtet wird. Dies ist aber nur dann der 
Fall, wenn das Volumen der Probelösung nicht im rech­
ten Verhältnis zu dem der Gelpackung steht.

Bei Nichtbeachtung dieser Vorschrift muß man oft 
eine beträchtliche Verdünnung in Kauf nehmen. Mit 
Hilfe einer besonderen Technik gelingt es aber auch mit 
Sephadex, empfindliche Polymerlösungcn zu konzentrie­
ren. Man bringt trockenes Sephadex G-25 (coarse) in 
verdünnte Lösung ein, läßt dieses quellen und entfernt 
das gequollene Gel durch Zentrifugieren. Hierzu be­
dient man sich vorteilhaft einer Siebzentrifuge. Abb. 8 
zeigt einen Adapter für gewöhnliche Zentrifugengläser. 
Man kann mit Hilfe einer solchen einfachen Einrichtung 
in einem Schritt eine vielfache Konzentrierung erreichen 
(vgl. Tabelle 4). Für größere Mengen eignet sich dann 
wieder die vorhin gezeigte Korbzentrifuge.

Im Gegensatz zu allen anderen chromatographischen 
Trennmethoden ist die Gelfiltration weitgehend unemp­
findlich gegenüber der Konzentration in der Probelö­
sung. Lediglich der Viskositätsunterschied zwischen 
Probe und Elutionsmittel beeinträchtigt das Trenner­
gebnis.
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Tabelle 4. Konzentrierungsversuche mit Sephadex G-25 (coarse)

Pepsin Dextran

Wäßrige Lösung (ml) 35 50
Gehalt (mg/ml) 4,2 2
Sephadex G-25 (coarse) (g) 8 10
Wäßrige Lösung (ml) 16,5 25,5
Gehalt (mg/ml) 8,4 3,92
Konzentrierungsfaktor 2,1 1,96
Ausbeute (%) 95 100

Hochkonzentrierte und daher recht viskose Polymer­
lösungen lassen sich aber mit Hilfe der vorhin angedeu­
teten Zentrifugentechnik dennoch entsalzen, indem die 
Schwerkraft für den Transport der Probelösung künst­
lich erhöht wird. Für größere Mengen bedient man sich 
mit Vorteil der Korbzentrifuge. Das Gel befindet sich als 
Kuchen in dem Zentrifugenkorb; man kann das Wasser 
zwischen den Gelkörnern (Vo) abschleudern, so daß beim 
nachträglichen Aufgeben der Probe keine Verdünnung 
auftritt. Tabelle 5 zeigt ein Beispiel für die Trennung 
zwischen 160 g Dextran und 32 g Kochsalz in 500 ml 
Wasser13.

Tabelle 5. Entsalzung einer hochviskosen Lösung mit Hilfe der 
Korbzentrifuge

Zentrifuge 
Auskleidung 
Gelbettvolumen 
Typ 
Probelösung

Zentrifugat 
Kapazität

mse basket 3000
1/32// Vyon (poröses Polyäthylen)
3 Liter
Sephadex G-25 (fine)
160 g Dextran -|- 32 g NaCl in 550 ml Wasser
Ohel = 100)
142 g Dextran + 1,7 g NaCl in 650 ml Wasser
110 min/Ansatz = 2 kg Dextran/24 Stunden

Bei den Substanzen, die durch Gelfiltration gereinigt 
oder untersucht werden sollen, handelt es sich meistens 
um Naturstoffe, die in Wasser löslich sind. Daher wer­
den zu diesen Versuchen in Wasser quellbare Gele her­
angezogen. In der Mehrzahl aller Fälle wurde das Dex­
trangel Sephadex G-25 verwendet, das alle Stoffe mit 
Molekulargewichten größer als etwa 5000 im äußeren 
Volumen passieren läßt. Diesem entspricht etwa das 
Bio-Gel P-4 oder P-6. Oft haben die untersuchten Makro­
moleküle wesentlich höhere Molekulargewichte, so daß 
man ohne weiteres das z. B. stärker quellbare Sephadex 
G-50 heranziehen konnte. Dieses Gel hat gegenüber dem 
meist verwendeten zwei wesentliche Vorteile: Zum 
einen ergibt 1 g Trockengel bei der Quellung ein doppelt 
so großes Gelbettvolumen, wodurch das Verfahren viel 
wirtschaftlicher ist. Zum anderen befindet sich dann 
natürlich in der Säule nur halb soviel von der Matrix, 
wodurch eine etwa störende Wechselwirkung der Ma­
kromoleküle mit der Gelphase erheblich reduziert wird.

Die Versuchsanordnung kann bei der Gelfiltration 
denkbar einfach sein. Die hier verwendeten - relativ 
stark vernetzten - Gele werfen keine Probleme bezüglich 
ihrer Handhabung auf. Die Gelpackungen brauchen

nicht besonders lang zu sein. Meist hat sich ein Verhält­
nis von Durchmesser zu Höhe wie 1 : 5 bis 1:10 gut 
bewährt. Entscheidend ist lediglich das Volumen. Auch 
die Konzentration der Komponenten spielt keine we­
sentliche Rolle, es sei denn, die Viskosität der Probe­
lösung würde zu hoch.

Anhand eines kürzlich publizierten14 aktuellen Pro­
blems bei der Gewinnung von Protein-angereichertem 
Milchpulver aus Molke soll die Verwendbarkeit der vor­
hin gezeigten industriellen Großanlagen demonstriert 
werden. Zucker und Salz sollen im Protein vermindert 
werden. Abb. 9 ist das Blockdiagramm des Sephamatic­
Systems.

Abb. 9. Blockdiagramm für eine automatische Sephamatic-Anlage 
zur Gelfiltration im technischen Maßstab

Die Gelfiltration ist für das klassische Problem der 
«Entsalzung» von Kolloiden zur Methode der Wahl ge­
worden. Daher wäre es sinnlos, hier auch nur die wesent­
lichsten Anwendungen alle referieren oder tabellieren zu 
wollen. Es sind bereits einige Möglichkeiten für Fehler­
quellen aufgezeigt. Wenn die von Makromolekülen abzu­
trennenden niedermolekularen Stoffe keine Salze sind, 
so spricht man besser von einer «Gruppentrennung» auf­
grund von Molekulargewichtsunterschieden. Hier kom­
men sehr viele verschiedene Möglichkeiten in Betracht. 
Oft resultiert ein solches Stoffgemisch aus Versuchen zur 
«Modifizierung von Makromolekülen». Dabei möchte 
man den Uberschuß von Reagentien oder deren Um­
wandlungsprodukte nach der Reaktion wieder abtren­
nen. - Falls ein Polymeres mit niedermolekularen Stof­
fen in irgendeiner Wechselwirkung steht, so ermöglicht 
diese «Komplexbildung» in Verbindung mit der Gel­
filtration bemerkenswerte präparative und analytische 
Möglichkeiten.

Chemische Umsetzungen an hochmolekularen Stoffen 
erfordern wegen der relativ geringen Reaktionsge­
schwindigkeit erhebliche Reagentienüberschüsse. Diese 
Überschüsse müssen ebenso wie die möglichen Umwand­
lungsprodukte der Reagentien wieder entfernt werden. 
Besonders schonend kann dies wieder durch Gelfiltra­
tion erfolgen. Auch hier bewies die neue Technik der 
Gruppentrennung sehr bald ihre Überlegenheit über die
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althergebrachte Dialyse. Das zeigen besonders die aus­
führlichen Versuche zur Markierung von Antikörpern 
mit Fluorescein-Isothiocyanat. Während man 5 bis 6 
Tage dialysieren muß, um das angefärbte Protein wirk­
lich frei von niedermolekularem Farbstoff zu bekommen, 
gelingt eine solche Reinigung an Sephadex G-25 oder 
G-50 in weniger als einer Stunde. Man kann sehr kleine 
Gelbettvoluniina benutzen, weil die Trennung dadurch 
noch begünstigt ist, daß die niedermolekularen Farb­
stoffe von der Gelphase stark retardiert werden. Daher 
wird gelegentlich empfohlen, für jeden Versuch eine 
neue Säule zu verwenden.

3.1.2. Gelchromatographie

Wenn die Größenunterschiede zwischen den Kom­
ponenten eines Stoffgemischs nur gering sind, dann sind 
auch die zu erwartenden Unterschiede im Elutionsvolu- 
men nicht groß. Hier würde man vielleicht besser von 
Gelchromatographie sprechen. Da das Separationsvolu­
men immer einen gewissen Bruchteil vom Gesamtvolu­
men des Gelbetts ausmacht, ist es klar, daß die Tren­
nung - bei sonst gleichen Verhältnissen - um so besser 
wird, je länger die Säule ist. Natürlich muß auch die 
Porosität des verwendeten Gels dem Trennproblem 
optimal angepaßt sein. Man tut gut daran, die Wahl so 
zu treffen, daß möglichst nur eine der zu erwartenden 
Komponenten so groß ist, daß sie gar nicht in die Gel­
körner eindringen kann. Streuen die Molekulargewichte 
über einen sehr großen Bereich, so wird man zweckmäßi­
gerweise nach einer Vortrennung an einem Gel mit mitt­
lerer Porosität die niedermolekulare Fraktion an einem 
engporigen und den hochmolekularen Anteil an einem 
weitporigen Gel erneut chromatographieren.

Die Chromatographie der Serumproteine an den ver­
schiedenen Sephadex-Typen (Abb. 10) illustriert diese 
Überlegung. Viele Enzymproteine neigen zu Assozia- 
tions- und Dissoziationserscheinungen, welche sich na­
türlich besonders einfach mit der Gelchromatographie 
nachweisen lassen.

Die Gelchromatographie spielt nicht nur bei der Rein­
darstellung von Makromolekülen, sondern auch bei der 
Ermittlung ihrer Struktur eine wichtige Rolle. So wur-

Abb. 10. Schematische Darstellung der Auftrennurig der Plasmapro­
teine an den verschiedenen Sephadex-Typen

den Oligopeptide vielfach an den dichteren Dextran­
gelen fraktioniert. Ein besonders übersichtliches Bei­
spiel stellt die sogenannte Plasteinreaktion15 dar (Ta­
belle 6), in deren Verlauf Oligopeptide unter Wasser­
austritt (bei Pepsin-Katalyse) zu höhermolekularen 
Polypeptiden zusammentreten. Die verschiedenen Oli­
gomeren lassen sich sehr schön an Sephadex G-25 tren­
nen, wie in Abb. 11 gezeigt ist. Ebenso sind natürlich 
Oligosaccharide, wie z.B. aus dem Abbau der Stärke, zu 
trennen und zu analysieren16.

Abb.11. «Plasteins» aus Tabelle 6 an Sephadex G-25

Tabelle 6. «Plastein»-Kondensation eines Pentapeptids unter Pepsin-Katalyse

H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH

H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH

H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH

(e) H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
(d) H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
(c) H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
(b) H-Tyr-Leu-Pro-GIu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
(a) H-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-Tyr-Leu-Pro-Glu-Phe-OH
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3.2.1. Molekulargewichtsbestimmung

An ein und derselben Säule ist das von der Mole­
külgröße abhängige Elutionsvolumen einer bestimmten 
Substanz sehr gut reproduzierbar. Daher liegt es nahe, 
nun umgekehrt vom Elutionsvolumen auf das Molekular­
gewicht einer unbekannten Substanz zu schließen. Hier­
zu ist natürlich notwendig, die Säule zu eichen, d. h. die 
Elutionsvolumina von Testsubstanzen mit deren Mole­
kulargewichten in eine Beziehung zu setzen. Es ist so gut 
wie sicher, daß bei der Gelchromatographie von Makro­
molekülen die Trennung durch Differenzen in der mole­
kularen Ausdehnung zustande kommt. Bei dem sehr 
unterschiedlichen Bau, den die Makromoleküle aufwei­
sen können, ist die Beziehung zwischen Molekülgröße 
und Molekulargewicht aber für jeden Typ eine andere. 
Daher müssen die Eichsubstanzen möglichst eng mit den 
zu untersuchenden Stoffen verwandt sein.

Unter allen Polymeren nehmen die Proteine deswegen 
eine Sonderstellung ein, weil sie mit einem genau defi­
nierten Molekulargewicht schon in der Natur vorkom­
men. Daher sind sie auch meistens zur Standardisierung 
von in Wasser quellbaren Gelen herangezogen worden. 
Dabei ist zu beachten, daß bezüglich der Angaben über 
das Molekulargewicht bei vielen Proteinen in der Litera­
tur mehr oder weniger erhebliche Abweichungen be­
stehen. Man kennt bei den globulären Proteinen außer 
dem chemischen Molekulargewicht meist auch die Ab­
messungen. Daher kann man mit Hilfe einer durch Pro­
teine geeichten Säule oft auch Aufschluß über den Wir­
kungsradius von anderen Makromolekülen erhalten.

Tabelle 7. Eichproteine für Abb. 12

Nr. Protein Molekular­
gewicht

1 Cytochrom c 13000
2 Ribonuclease A 13600
3 Myoglobin 17800
4 Trypsin-Inhibitor (Soja-Bohne) 21500
5 a- Chy mo try p sin 22500
6 Trypsin 24000
7 Chymotrypsinogen A 25000
8 Pepsin 35500
9 Eialbumin 45000

10 Serumalbumin (Rind, monomer) 67000
11 Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase 117000
12 Serumalbumin (Rind, dimer) 134000
13 Aldolase (Hefe) 147000
14 y-Globulin (human) 140000
15 Alkoholdehydrogenase (Hefe) 150000
16 Katalase 230000
17 Kallikireininhibitor 6500
18 Trypsin-Inhibitor (Lima-Bohne) 8400
19 Methämoglobin 17000
20 Peroxydase-1 40000
21 a-Hydroxysteroiddehydrogenase 47000
22 Phosphoglyceratmutase 64000
23 Malatdehydro genäse 79000
24 Enolase 80000
25 Kreatinphosphatkinase 81000

Wie bereits besprochen wurde, läßt sich das Elutions­
verhalten eines Stoffes bei der Gelchromatographie 
durch verschiedene, von dem Elutionsvolumen (Ve) ab­
geleitete Größen beschreiben. In der Praxis wird in den 
meisten Fällen von der linearen Abhängigkeit des 
Elutionsvolumens vom Logarithmus des Molekularge­
wichts Gebrauch macht. Abb. 12 zeigt eine Schar solcher 
Eichgeraden für verschiedene Sephadex-Gele17 (Meß­
punkte vgl. Tabelle 7).

Abb. 12. Abhängigkeit des Elutionsvolumens vom Molekulargewicht 
für die Proteine aus Tabelle 7

Die Experimente dazu stammen aus ganz verschie­
denen Laboratorien. In Anbetracht der trotzdem nur 
geringen Abweichungen von der durch Fehlerrechnung 
ermittelten Geraden kann man den Gleichungen dieser 
Geraden (Tabelle 8) eine allgemeine Bedeutung zumes­
sen. Man braucht also von einer Sephadex-Gelpackung 
lediglich das Volumen außerhalb der Gelpartikel (V^ zu 
kennen (bestimmt durch das Elutionsvolumen einer voll­
ständig ausgeschlossenen Substanz), um von unbekann­
ten globulären Proteinen aus dem Elutionsvolumen mit 
Hilfe dieser Gleichungen das entsprechende Molekular­
gewicht auszurechnen.

Die Versuchstechnik ist bei der Molekulargewichts­
bestimmung grundsätzlich die gleiche wie bei der Auf­
trennung von Stoffgemischen. Man hat lediglich Elu­
tionsvolumina zu messen. Diese Messung wird um so ge­
nauer sein, je größer die Gelpackung ist. Wenn aber der 
Querschnitt groß ist, muß man (zum sicheren Nachweis 
im Eluat) eine entsprechend große Menge der Probe­
lösung (bzw. der Eichsubstanzen) starten. Um dies zu 
vermeiden, wird man möglichst dünne, lange Säulen für 
die Molekulargewichtsbestimmung benutzen.
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Tabelle 8. Zusammenhang zwischen Molekulargewicht und Elutionsvolumen von globulären Proteinen an Sephadex-Gelen

Gel-Typ Gleichung Erklärung

G-75
G-100
G-200
Allgemein

IgM = 5,624 - 0,752 (Ve!Vo) M = Molekulargewicht
Ig M = 5,941 — 0,847 (Ve[Vo) Fe = Elutionsvolumen
1g M = 6,698 — 0,987 (Ve/V0) ^o = Ausschlußvolumen
1g M = Mo — (6,062 — 5,00 * d) {Ve!V0) d — Dichte des gequollenen Gels

Die Gelchromatographie steht bei der Bestimmung 
von Proteinmolekulargewichten in Konkurrenz zur Be­
stimmung der Sedimentationstanten in der Ultrazen­
trifuge. Der erhebliche apparative Aufwand letzterer 
Methode liefert Ergebnisse, die sicher exakter zu repro­
duzieren sind.

3.2.2. Molekulargewichtsverteilung

Ganz anders ist die Situation bei der Analyse von 
polydispersen Polymergemischen, wie sie immer in den 
synthetischen Hochpolymeren vorliegen. Hier kann man 
mit der Ultrazentrifuge sehr wenig ausrichten. Das Poly­
mere müßte vorher erst fraktioniert und dann analysiert 
werden. Die hierfür bis vor wenigen Jahren noch aus­
schließlich üblichen Techniken waren ungeheuer zeit­
raubend, mühevoll und ungenau. Mit Hilfe der Gel­
chromatographie an einer vorher geeichten Gelpackung 
kann man heute Auftrennung und Analyse ungleich viel 
schneller, sparsamer und vollständig automatisch be- 
werkstelligen. Das vorhin kurz skizzierte Gpc von Wa­
ters löst eine solche Aufgabe innerhalb von 4 Stunden. 
Durch die Vielzahl der Analysen, die jetzt möglich wer­
den, treten naturgemäß wieder neue Probleme auf: für 
die Eichung stehen im wesentlichen nur einigermaßen 
einheitliche Polystyrolfraktionen zur Verfügung. Ein 
gewisses Unbehagen verursacht die Übertragung deren 
Werte auf andere Polymere. Immerhin scheint die Elu­
tion weitgehend vom Lösungsmittel und von der Tem­
peratur unabhängig zu sein, wie sich aus Abb. 13 ergibt, 
in der Werte aus drei verschiedenen Analysen (A: Toluol, 
90°; C: thf, 55°; D: Tetralin, 125°) zu einer Eichkurve 
vereinigt sind!

Die Aufnahme der Molekulargewichtsverteilung für 
einen Kunststoff ist mit dieser Methode heute kein Pro­
blem mehr. Der Vergleich mit den herkömmlichen Me­
thoden der Polymerfraktionierung ergibt eine sehr 
weitgehende Übereinstimmung. Die Zeit ist nicht mehr 
fern, wo auch der Kunststoffverarbeiter zur Charakteri­
sierung seines Rohstoffes ein Gelchromatogramm ver­
langen kann, statt sich auf mehr oder weniger pauschale 
Viskositätswerte verlassen zu müssen.

Es war nicht möglich, in solch einer Zusammenfassung 
sämtliche Anwendungsformen der Gelchromatographie 
zu besprechen. Vor allem sind hier die Wege zur Sub­

stanztrennung ohne Molekulargewichtsunterschiede mit 
Hilfe dieser Gele ausgelassen worden. Ebenso mußten 
wir auf die Erörterung der für die Trennwirkung vorge­
schlagenen Mechanismen verzichten und uns hier auf die 
eingangs erwähnten einfachen Modellvorstellungen be­
schränken. Wir haben hier - schon wegen des chemisch­
technischen Anlasses - besonders auch Wert gelegt auf 
Hinweise zum Einsatz der neuen Methode in der chemi­
schen Industrie.

Abb. 13. Das Elutionsvolumen von Polystyrol-Standards (a-g), zwei 
Polyäthylenglykolen (h, i), (k) orz/io-Dichlorbenzol und (1) Aceton 
an einem 5 • 104-Ä-Polystyrol-Gel in Abhängigkeit von der Ketten­
länge des Polymeren in Ä (Ordinate); Gelbett 0,775 X 366 cm = 
(172 ml)
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