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Die Siulenchromatographie und ihre Anwendung auf die fettloslichen Vitamine *

Von O.ISLER
I, Hoffinann-La Roche & Co. AG, Basel

1. Einleitung

Der Entdecker der Chromatographie, der russische
Botaniker M. TswETT, erliuterte die Methode in seinen
ersten Arbeiten folgendermafient:

«Wird cine gemischte Losung durch eine Siule cines Ad-
" sorbators filtricrt, so werden die Farbstoffe adsorptionsweise
nicdergeschlagen, verjagen sich aber gegenseitig und ordnen
sich der Adsorptionsreihe gemif in der Richtung des Stromes.
Stoffe, welche mit dem angewandten Adsorptionsmiltel keine
undissoziierbaren Adsorptionsverbindungen cingehen, wandern
mehr oder weniger schnell durch die Séule ab. Nachtriigliche
Filtrierung des reinen Losungsmittels wird begreiflicherweise
die Trennung der Stoffe noch vollstdndiger machen.»
«Wir sehen somit, daf3 dic Gesetze der mechanischen Affi-
nitiit sich zu den vollkommensten physikalischen Trennungen
der in gewissen Fliissigkeiten I18slichen Stoffe anwenden lassen.»

Das Prinzip der Rohrenchromatographie wird in Abb, 1
dargestellt, Tab.1 zeigt die historische Entwicklung der
Chromatographie und Tab. Il die wichtigsten Ubersichts-
arbeiten.

Wir werden zuerst einige wesentliche Punkte der chro-
matographischen Adsorptionsmethode in der Reihen-

* Herrn Dr.O.STrAUB danke ich {iir die Durchsicht der Druck-
bogen.

1 Ber. bot. Ges. 24, 316, 384 (1906).

folge Methodik und Apparatives, Lésungs- und Adsorp-
tionsmittel behandeln und dabei ausfiihrlich auf das
Arbeiten mit Aluminiumoxyd im sogenannten Durch-
laufchromatogramm eingehen. Darauf wird die Anwen-
dung der Rohrenchromatographie auf die wichtigsten
fettloslichen Vitamine dargestellt anhand ausgewéhlter
Beispiele und wichtiger historisch-methodischer Einzel-
heiten. Zum Schiufl werden einige allgemeine Gesichts-
punkte besonders hervorgehoben.

A B Cc D

Abb. 1. Entwickeln des Chromatogrammes {(A-D) durch verschiedene
Wanderungsgeschwindigkeit der beiden Farbstoffe (| | | bzw,
— — —) beim Durchlauf eines Ldsungsmittels duxch die Saule
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Tab. I. Historische Entwicklung der Chromatographie

1906 M.Tswerr, Entdeckung fiir Pllanzenfarbstoffe.
Frithere Anwendung in der Olchemie, vgl. Na-
ture 166, 1000 (1950)

1931 Allgemeine Einfiihrung in dic organische Chemie
durch R.KunN, A.WINTERSTEIN, E.LEDERER
und II. Brockmann (Carotine); P. KARRER,
R. Morr und K. Scudrr (Vitamin A)

1934  Chromatographic im Ultraviolettlicht: P.KAR-
RER und K.Scudre, A, WINTERSTEIN und
K. Seuon

193537 Durehlaufchromatogramm hzw. fliissiges Chro-
matogramm von A. WiNDAUS ct al. zur Xsolicrung
von Vitamin D, und D,. Ausbau der Technik des
Durchlaufchromatogramnins  fiir farblose Ver-
bindungen durch die Schulen von T. REICHSTEIN
und L. Ruzicka

Tab. II, Wichiige Ubersichisarbeiten und Monographien

I. A, WINTERSTEIN und G.StTEIN, Z. physiol. Chem, 220,
247, 263 (1933)

2. A.WINTERSTEIN in Kleins Handbuch der Pflanzen-
anclyse, Bd. IV, S, 1403-37, Julius Springer-Verlag,
Wien 1933 :

3. L.ZEcnMEISTER und L.v.Cniounoky, M.Chem. 68,
68-80 (1936)

4. Dieselben: Die chromatographische Adsorptionsme-
thode, Grundlagen, Mecthodik, Anwendungen, Sprin-
ger-Verlag, Wien 1937; Principles and Practice of
Chromatography, Chapman & Hall, London, J. Wiley
& Sons, New York 1943 und 1949

. II.BrockMANN in Neuere Methoden der priparativen
organischen Chemie, 5. 547-70, Verlag Chemie, Ber-
lin 1943
6. G.IHEssE, Adsorptionsmethoden im chemischen Labo-

ratorium, Monographic, Verlag Walter de Gruyter &
Co., Berlin 1943

7. Harorp H.STRAIN, Chromatographic Adsorption Ana-
lysis (Revised Reprint), Monographic, Interscience
Publishers, Inc., New York 1945 und 1947

8. Ann. Acad. Sci. (New York) 49, Art. 2, S.141-326
(1948)

9, E.LepERER, Progrés Récents de la Chromatographie,
Actualités Scientifiques et Industrielles, 5.1079, Paris
1949

10. Disc. Faraday Soc. Nr. 7, Gurney & Jackson, London

1949 ¢

o

2. Methoden und Apparatives

Im urspriinglichen Verfahren wird das Chromatogramm
in der Siiule entwickelt; die gebildeten Zonen werden
* meehanisch getrennt (z. B. Zerschneiden der Siule) und
jede Zone fiir sich eluiert. Diese Ausfithrungsform wurde
fiir farbige Verbindungen entwickelt. Man verwendet
zweckmiBig kurze Saulen.

Im Durchlaufehromatogramm oder der fraktionierten
Elution werden alle Zonen fortlanfend aus der Siiule
ausgewaschen und der Durchlauf portionenweise cin-
gedampft. Bei diesem Verfahren, das wir bevorzugen,
sind Jange Siulen vorteilhaft,
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Sehr oft kombiniert man die beiden Ausfiihrungsfor-
men und isoliert das aufgetrennte Substanzgemisch teils
aus der Sidule und teils aus dem Durchlauf.

Abb.2 zeigt cinc besonders saubere Vorbereitung fiir
cin Durchlaufchromatogramm, und Tab.III resiimiert
allgemein die Darstellung von Chromatographiesiulen.

Watte — . Tilterpapicr
ALO,
S d _ . Bilterpapier
»eesan — Tilterplatte mit
Filterpapier

Watte

Abb, 2, Siiule fiir Durehlaufchromatogramm
{Schule REICHSTEIN)

Tab. III. Apparatives

a) Gréfle unserer Siulen:
Fir Vorversuche und Standardisierung
@ 15mm, Liinge 10e¢m
Fiir cin mittleres Chromatogramm
. @ 30mm, Linge 60cm
Fiir cin grofies Chromatogramm
@ 70mm, Lingel m
b) Abschlufl unten durch Wattebausch (Filterplatte, See-
sand, Glaswolle), oben durch Filterpapier (Watte-
bausch) :
¢) Einfiillen durch Einstampfen (trocken)
durch Einricseln in Losungsmittel
durch Einschlimmen in die Siule

Wir bevorzugen das TFiillen der Sdulen durch Ein-
schlimmen des Adsorptionsmittels, Beim Arbeiten mit *
sauerstoflempfindlichen Substanzen evakuicren wir das

Losungsmittel

Schliffkolben

Abb. 3. Aufsatz zur Begasung des Adsorptionsmittels
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1 g Carotinpaste, die etwa 12% B-Carotin enthilt,
wird vorerst an 200 g Aluminiumoxyd (Aktivitdt IT)
chromatographiert. Die meisten Nebenprodukte haften
an der Siule. Der gefirbte Durchlauf, etwa 600 cm?®

Benzol-Petrolither-Gemisch (1:1), liefert heim Ein-

engen ca. 0,1 g kristallisiertes Carotin,

200 mg dicses Gemisches von «- und f-Carotin werden
in der zweiten Siule an der 500fachen Menge Aluminium-
oxyd (Aktivitdt IT) adsorbiert und durch Entwickeln
mit Petrolither und Benzol getrennt. Das Petrolither-
eluat (600 cm3) enthilt vorwiegend gelbes «-Carotin. Das
rotgelbe Benzoleluat (400 cm?) liefert nach dem Ein-
engen nnd Umkristallisieren 150 mg kristallisiertes -
Carotin, :

Zur Priifung auf Einheitlichkeit bereitet man in ana-
loger Weise ein kleines Probechromatogramm und be-
urteilt die GleichmifBigkeit der entstehenden Farbzone.

e) Besondere Anwendungen: Die erste Auftrennung
von a- und g-Carotin durch R. KunuN und E. LEDERERY®
war der wichtigste Markstein in der Geschichte der
Chromatographie. Die Reindarstellung des synthetischen
p-Carotins erfolgte 1950 fast gleichzeitig von P. KARRER
und C. H. EvGsTER!! mittels Calciumhydroxyd und Zink-
carbonat und von H.INHOFFEN et al.}? mittels Alumi-
niumoxyd. Fiir die sehr zahlreichen Beitrdge zur Chro-
matographie dhnlicher Verbindungen muf} auf das schéne
Buch «Die Carotinoide» von P. KARRER und E. JUCKER
(Verlag Birkhéduser, Bascl 1948, spezicll S, 30-6) und
den Aufsatz von L. ZECHMEISTER, «Stereochemistry and
Chromatography»!® verwiesen werden.

7. Vitamin D4

CH3
/ e,
CH: CH.
\/\/ c]{a/ ?

|

S o

HO N
H,C CH,

@) Erkennung: Gelbfirhung mit Antimontrichlorid in
Chloroform, dic in Gegenwart von Carotin oder Vit-
amin A verdeckt wird. UV:Absorption I }214}1 625 my =
490 (in Athylalkohol).

b) Wanderungsgeschwindigkeit: Ltwas langsamer als
Vitamin A; viel langsamer als g-Carotin und Vitamin-
A-Ester.

¢) Zersetzlichkeit: Weniger empfindlich als Vitamin A.

d) Reindarstellung und technische Awnwendung: Die
erste Reindarstellung erfolgte 1936 in Géttingen mit
Hilfe der Chromatographie an Aluminiumoxyd, und
zwar gleichzeitig durch Isolierung aus Fiscbolen und

10 Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1349 (1931).

11 Helv, Chim. Acta 33, 1172 (1950).

12 Liebigs Ann,Chem. 569, 237 (1950), 570, 54, 69 (1950),
18 Ann. Acad, Sel. (New York) 49/2, S. 220-34 (1948).
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durch Synthese aus Cholesterin'4, Bei der Isolicrung aus
Thunfischél gebrauchte H.BrockMANN neue Behelfe,
um die Lage der an sich farblosen Verbindung im Chro-
matogramm zu erkennen. Er markierte zuerst die Vit-
amin-D;-Zone durch Zugabe eines dhnlich adsorbieren-
den Farbstoffes. Die angercicherten Priparate wurden
darauf in das gefiichte 3,5-Dinitrobenzoat verwandelt,
das bei weiterem Chromatographicren eine einheitliche,
gelbe Zone exgab, dessen Eluat kristallisierte.

Bei der Ausarbeitung der Synthese des Vitamin D,
fiel die Chromatographie als Reinigungsoperation weg.
Erhalten blieb sie bei deranalytischen Bestimmung des
Vitamin D; neben Vitamin A und p-Carotinls,

8. Vitamin E oder a-Tocopherol

o,
CH
HO 2
f\l/ \CHn
|
C—- (CH,);—CH(CH,),— CH(CH,);—- CHCH
Hac/\H\O/l (CHy), y (CH,) | (CH,), 1 3
CH, CH, CH, CH, CH,

a}) Erkennung: Sehr schwache Zone im Ultraviolett-
licht. Reduktionswirkung der cingedampften Eluate
(z. B. mit alkoholischem Silbernitrat}, UV-Absorption

E1% 292 mu = 73 (Isopropylalkohol).

b) Wanderungsgeschwindigkeit: a-Tocopherol wandert
schneller als g-Tocopherol, dicses schneller als y- und
8-Tocopherol. Die Tocopherolester wandern viel schneller
als die frcien Tocopherole.

¢} Zersetzlichkeit: Die freien Tocopherele sind luft- und
alkaliempfindlich, aber bestiindig in sanrem Milieu. Reine
Verbindungen werden imn Chromatogramm weniger zer-
setzt als Rohkonzentrate. Fiir die quantitative Trennung
von a-, §- und y-Tocopherol empfichlt M. KoFLER!® eine
Vorbehandlung der Aluminiumoxydsiulen mit Zinn-

(IT)-chlorid.
d) Trennung von freiem und verestertem Tocopherol im
Durchlaufchromatogramm.

1:30
(Aktivitit 1V)

a-Tocopherol M

Gemisch von je 3 g Ester
und Alkohol

|

Petroliithercluat:
3 g Acetyl-DL-a-Tocopherol

Acetyl-a-Tocopherol

Benzoleluat:
2,9 g DL-a-Tocopherol

Abb. 8

14 A Winpavus, F.ScneNk und F. v. WERDER sowic H: BRock-
MANN, Z. physiol. Chem, 241, 100, 104 (1936).

15 P, B.MULLER, Mitt. Lebensm. Hyg. 40, 376 (1949),

18 Helv, Chim. Acta 30, 1053 (1947).



Chimia 5 - 1951 - November

Das Gemisch von Ester und Alkoho! wird an der 30-
fachen Menge Aluminiumexyd (Aktivitit IV) chromato-
graphiert (Abb.8). Man eluiert den Ester mit der 100-
fachen Menge Petrolither und darauf den Alkohol mit
der 100fachen Menge Benzol. Die hier angewandten
Mengenverhiltnisse Substanz zu Aluminiumoxyd zu
Eluierungsmittel von 1:30:100:100 werden beim Arbei-
ten mit unbekannten Verbindungen als Norm cmpfohlen.

¢) Reindarstellung und technische Anwendung: Dic erste
Isolierung von reinem «-Tocopherol gelang den Ameri-
kanern Evans, EmMErRsoN und EmERrsonY”, Diesen For-
schern war die Chromatographie wenig vertraut, und
sic benutzten sie nur zur Reinigung der Allophanate an
Calciumearbonatsiulen. Die direkte Chromatographie
des Unverseifharen von Weizenkeimolen heschrichen
zuerst P.Karrer und II.Savomon®. Bei der Synthese
des Vitamin E, die wir in Zusammenarbeit mit Prof.
KARRER ausfiihrten, gelang dic erste Reindarstellung
durch Chromatographic an Alauminiumoxydsiulen?®, Bei
der technischen Ausarbeitung der Synthese konnte die
chromatographische Reinigung durch eine Hochvakuum-
destillation ersetzt werden. Technische Bedeutung be-
sitzt die Chromatographie weiterhin fiir die Trennung
des Gemisches verschiedener Tocopherole, das bei der
Molckulardestillation vieler Ole anfillt.

9. Vitamin K oder Phyllochinon
i
|
7 |/ \I—CHa
N ) CH,  CH=C - (CHy),~CH(CH,),~CH(CIE); - CHCH,

g CH, CcH, CH, CH,

a) Erkennung: Blaufirbung mit Natriummethylat in
Athylalkohol (= Dam-Karrer-Test).” UV-Absorption
E1% 249 mu = 417 (in Petrolither), UV-Absorption
des Dihydrovitamin-K, - Diacetates Ei:/;'n:: 1600 (in
Petroliither).

b) Zersetzlichkeit: Das Vitamin K, ist lichtempfind-
lich und wird an Aluminiumoxyd teilweise zerstort. Man
benutzt deshalh zweckinidBig weniger aktive Adsorp-
tionsmittel 2zu seiner Chromato"g_raphicrung. Die Di-
hydrovitamin-K;-Diester sind an Alaminiumoxyd villig
bestandig.

¢) Reindarstellung von Dihydrovitamin-K,-Diacetat:
Acetyliertes Kondensationsprodukt aus Acetylphytol
und Methylnaphtohydrochinon, das etwa 40 % Dihydro-
vitamin-K,-Diacetat enthilt, wird an der 100fachen
Menge Aluminiumoxyd adsorbiert, mit Petroldther ge-
waschen und dann mit Benzol eluiert (Abb. 9). Da un-
nittelbar vor der Esterzone ein stark {luoreszierendes
Nebenprodukt durch die Sidule wandert, kann das Di-

17 §,Biol. Chem. 113, 319 (1936).

18 Helv, Chim. Acta 21, 514 (1938).

19 P, Karrer und Mitarbeiter, Helv, Chim. Acta 21, 520 (1938);
P.KARRER und O, IsLEr, U.S.Pat, 2411967,
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hydrovitamin-K,-Diacetat in ciner kleinen Benzolfrak-
tion abgetrennt werden, Einengen und Umkristallisieren
aus Athylalkohol liefert die reine Verbindung vom
Smp. 59°.

1:100
(Aktivitat V)

2 g acetyliertes Konden-
sationsprodukt

|

1,0 g Benzoleluat (75 %)

Diacetat !
Fluoreszierender Ring 0,5 g Kristallisat

Abb. 9

d) Reindarstellung und technische Anwendung: Die
Reindarstellung gelang P.Kawrrer, H.Dam und Mit-
arbeitern?® durch mehrfache Chromatographie an Ma-
gnesiumsulfat- und Zinkearbonatsiulen. E. A. Doisy und
Mitarbeiter?! chromatographierten erst an kiinstlichen
Zeolithen, die sonst zum Weichmachen des Wassers die-
nen, und anschlieBend am Kohlepriparat «Darco». Bei
der Konzentrierung der ersten Syntheseprodukte aus
Methylnaphtohydrochinon und Acetylphytol?? benutz-
ten wir Magnesimmmsulfat und Aluminiumoxyd als Ad-
sorptionsmittel. Bald darauf ersetzte L.¥.Fieser die
chromatographischen Reinigungsverfahren durch das
Zentrifugieren der in Petrolidther schwerloslichen Di-
hydroverbindung?3.

10. Allgemeine Gesichtspunkte

Bei der Behandlung der fettloslichen Vitamine konnte
gezeigt werden, dafl die erste Reindarstellung dieser
Wirkstoffe nur unter Anwendung der Chromatographie
gelungen ist. Mit der gleichen Methodik, dic am Natur-
stoff ausexerziert war, wurden spiter die ersten synthe-
tischen Priiparate angereichert. Bei der Verfahrensent-
wicklung der synthetischen Vitamine schied die Chro-
matographie wieder als Reinigungsoperation aus, da in
der Technik die Losungsmittelextraktion, die Kristalli-
sation und die Destillation gegeniiber der Chromato-
graphie bevorzugt werden. Dagegen hielt sich die Chro-
matographie bei der Gewinnung der Vitamine aus natiit-
lichen Materialien. Ahnliche Verhiiltnisse kénnen aus
dem Schrifttum fiir viele andere Wirkstoffe abgelesen
werden. .

Die Chromatographie ist in erster Linie eine Labo-
ratoriumsmethode. Hier ist sie einer der unentbehrlich-

20 J{elv. Chim. Acta 32, 310, 1464 (1939).
21 1, Biol, Chem, 130, 219 (1939).

22 0, IsLER, U.S.Pat. 2325681,

28 J, Amer. Chem.Soc. 61, 2559 (1939).
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sten Behelfe. Wer mit Naturstoffen arbeitet, darf die
Chromatographie heute nicht mehr umgehen. In vielen
Instituten ist es sogar zur Regel geworden, dal jedes
Zwischenprodukt vor der Analyse chromatographiert
wird, Voraussetzung fiir das Gelingen der Chromato-
graphie ist, da} die Substanzen unter den angewandten
Bedingungen bestindig sind. Hiertiber gehen meistens
die Absorptionsspektren der Produkte Auskunft. Die
Ultraviolettabsorptionsmessung ist ohnehin cine der auf-
schlullreichsten Auswertungsmethoden fitr die anfallen-
den Eluate.

Die Anwendungsformen der Chromatographie seien
noch kurz nach ihrer Wichtigkeit in folgende Reihe
geordnet:

1. Auftrennung von Gemisehen.

2. Reinigung irgendwelcher Produkte.

3. Priifung auf Reinheit und Einheitlichkeit (eventuell
Identitétsbeweis durch Mischchromatogramm im
sogenannten Dreirdhrentest).

4, Erste Anhaltspunkte fiir die Strukturaufklirung,

Bei der Ausfithrung der Chromatographie wird man,
wenn moglich, im Licht oder im Ultraviolettlicht beob-
achten oder den Verlauf der Adsorption mittels Farb-
reaktionen verfolgen. Diese dirckte Beobachtung kann
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mit dem Zielen beim Schielen verglichen werden. Eine
besondere Knacknuf} ist die Chromatographie farbloser
Verbindungen ohne besondere Merkmale, wobei diese
Verbindungen leider das Gros der chemischen Produkte
ausmachen, Man kann diese Aufgabe mit den indirekten
Schiefiverfahren vergleichen, bei denen man das Ziel
nicht beobachten kann. Diese hesondere Aufgabe wird
am zweckméBigsten gelost mit der Arleitsweise von
Prof. REicHSTEIN, dic auch uns bei uniibersichtlichen
Verhiltnissen als Wegweiser dient:

«Pro 1 g zu chromatographicrender Substanz werden 30 g
Aluminiumoxyd ecingesetzt und solange mit je 100 cm? eincs
Lésungsmittels gewaschen, bis nichts mehr aus der Siiunle
cluiert wird; darauf fiihrt man fort mit je 100 cm¥/g des niich-
sten Eluicrungsmittels und so fort.»

Es wird vermutet, dafl TswETT die Anregung zu seiner
grundlegenden Entdeckung vom Basler Chemieprofessor
ScuONBEIN erhiclt, Wiederum ein Schweizer, A. WINTER-
STEIN, schrich die erste zusammenfassende Darstellung.
Dic Schulen von KARRER, Rvuzicka und REICHSTEIN
haben die neue Methode entwickelt und allgemein be-
kannt gemacht. Der grofle Beitrag, den unsere klassi-
schen Forschungsstéitten an die Entwicklung der Réhren-
chromatographie geleistet haben, ist eine Verpflichtung
fiir alle schweizerischen Laboratorien, dic Chromato-
graphie anzuwenden und weiter auszubauen,





