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Selektive prtiparative gelchromatographische Trennung niedermoleku- 
larer Verbindungen an Sephadex LH-20 
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(Eingegangen am 6. September 1982) 

Unter Gel-Chromatographie versteht man im allgemeinen Trennung nach Mo- 
lekiilgr&se (Gelfiltration und Gelpermeation), wie man es such mit dem hydroxypro- 
pylierten Dextrangel Sephadex LH-20 durchfiihren kann. Ausfiihrliche Informatio- 
nen theoretischer und praktischer Art kiinnen Monographien sowie ijbersichtsarti- 
kelnlM5 entnommen werden. Dass neben dem Molekularsiebeffekt des Dextrangel 
such andere Trenneigenschaften aufweisen kann, zeigen analytische4-12 und prgparati- 
ve Trennungen l3 Wir verwenden nur Methanol als mobile Phase, d.h. es bedarf . 
keiner Optimierung beziiglich der Zusammensetzung wie es in der Adsorption --oder 
Verteilungsdhromatographie erforderlich ist. Von prgparativen s&ulenfliissigkeits- 
chromatographischen Trennungen wird in erster Linie bei m6glichst hoher Proben- 
kapazitgt (Probenmenge/Trennung) eine ausreichende Trennung erwartet. Der ben(i- 
tigte Zeitaufwand pro Trennung ist ohne Bedeutung, wenn man bedenkt, dass mittels 
Fraktionensammler eine Automatisierung, d.h. Trennung i.iber Nacht mijglich ist, 
wie wir es seit Jahren praktizieren. 

ijber analytische, mikro- und semiprgparative gelchromatographische Tren- 
nungen niedermolekularer aromatischer und heterocyclischer sowie aliphatischer 
Verbindungen an Sephadex LH-20 wurde bereits berichtet6-‘*14-’ 7. Fiir spezielle Tren- 
nungen wurde das Gel such modifiziertl’*‘*. 

Hier werden in erster Linie praktische Erfahrungen mit einer echten und einfach- 
en doch sehr leistungsstarken prgparativen Gelchromatographie an Sephadex LH- 
20 mitgeteilt sowie auf die Vielseitigkeit der Methode hingewiesen. Die wichtigste 
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche prgparative Trennung ist eine ausreichende L6s- 
lichkeit der Probe in Methanol. Ob und wie gut Trennungen mit anderen mobilen 
Phasen durchfiihrbar sind, wird z.Z. gepriift, wobei mit Aceton z.T. andere Elutions- 
reihenfolgen und bessere Trennungen als mit Methanol beobachtet werden kiinnen. 

Prgparative Trennungen weren aus folgenden Grtinden durchgefiihrt : 
(1) Anwendung im organisch prgparativen Labor, urn teure, zeitraubende so- 

wie oft umsttindliche Trennoperationen wie Destillation, Extraktion, Umfgllungen 
etc. einfach und effektiv zu ersetzen. (a) Isolierung einer oder mehrerer Substanzen 
aus einer noch nicht optimierten Reaktion zur Produktevaluation oder urn (b) weite- 
re Umsetzungen mit der so in grijsserer Menge isolierten Verbindung (en) durchfiih- 
ren zu kiinnen. 

(2) Isolierung von griisseren Mengen eines oder mehrerer analytischen(r) Stan- 
dards. 
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I.D.: 25mm i 1.D - 2Smm ii 

Fig. 1. (a) “Kleine” prlparative Glasslulen; (b) “grosse” prtiparative Glass&de. 
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- 

(3) Isolierung von Reaktionsnebenprodukten zwecks identifizierung mit che- 
mischen und physikalischen Methoden. 

(4) Quantitative Bestimmung (gravimetrisch) einer oder mehrerer Komponen- 
ten eines Reaktionsgemisches bevor sie einzeln identifiziert werden. Die bekannten 
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Substanzen eines Reaktionsgemisches konnen damit ohne Eichung quantitativ erfasst 
werden. 

(5) Isolierung von Substanzen aus industriell gefertigten Produkten, aber such 
ganz allgemein zur Abtrennung von Naturstoffen, Arzneimitteln, Wirkstoffen etc. 

Aus patentrechtlichen Grtinden sind hier in vielen Fallen stellvertretend fur 
z.T. noch unbekannten Verbindungen Testsubstanzen getrennt worden, die im Mole- 
ktilaufbau gleiche oder sehr Bhnliche Unterschiede aufweisen. In manchen Fallen 
wurden aus den gleichen Grtinden signifikante Verbindungen weggelassen. Die Leis- 
tungsftihigkeit der Methode ist such so untibersehbar. 

GER;iTE UND TRENNBEDINGUNGEN 

Die prlparativen Trennungen werden in mehreren unterschiedlich 
zusammengesetzten Apparaturen durchgeftihrt. Hier ein Beispiel: 

Pumpe: Gilson Model1 302. 
SBulen: (a) “kleinere” 2.5 x 1000 + 2.25 x 2000 mm, Gelmenge: 695 g (Fig. 

la); (b) “grossere” 24 Stuck wie in Fig. lb, Gelmenge: 21204240 g. 
Mobile Phase: Methanol; (a) 2 ml/min bei den “kleineren” SBulen; (b) 15 

ml/min bei den “grosseren” Saulen. 
Detektor: Waters Modelle 403. 

Fraktionensammler : Multirac 2111 von LKB. 
Die in Methanol geloste Probe (Probenvolumen: 2C60 ml bei den “kleineren” 

und 100-300 ml bei den “grosseren” SBulen) wird mittels Spritze aufgetragen oder 
man lasst die Losung einsickern. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Trennung nach Molekiilgriissen 
Die Trennung nieder- und hochmoleckularer Verbindungen (Gelfiltration und 

Gelpermeation) nach Molektilgriisse ist wohl die bekannteste gelchromatographische 
Trennmethode. Nicht die Trennung nach Molektilgrijsse sondern die Mengen, die man 
mit Hilfe dieser einfachen und leisungsstarken Methode trennen und isolieren kann, ist 
von grosser praktischer Bedeutung. In Fig. 2 ist die Trennung von unterschiedlich 
athoxiliertem Bisphenol A dargestellt und Fig. 3 zeigt wie gut die drei Ester des 
Trimethylolpropans getrennt werden konnen. In beiden FBllen kijnnte man die Probe- 
menge noch wesentlich erhohen oder bei hijheren Durchfluss schneller trennen, eine 
Tatsache, dei bei vielen anderen Trennungen such zutrifft. 

Vergleicht man aber die beiden Trennbeispiele miteinander, so kann man leicht 
feststellen, dass es such zu Adsorptionseffekten kommt. Aromaten werden starker 
retardiert als aliphatische Verbindungen. Dass such Verbindungen mit kleineren Un- 
terschieden (homologe Reihe) getrennt werden konnen, wurde am Beispiel der Diure- 
thane (Methyl-/Methyl-, Methyl-/Ethyl-, Ethyl-/Athyl- etc.) des p-Phenylen-diiso- 
cyanats festgestellt. Unter gleichen Bedingungen wurden Pentaerythrit-tetraester 
(Test- und Standardsubstanzen) vom tiberschtissigen vierwertigen Alkohol abge- 
trennt. Das waren nur wenige von sehr vielen praparativen Trennbeispielen dieser 
Art, die taglich durchgeftihrt werden. 
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HO-(EO)J--R-EO-H + HO-(EO)2--R-(EO)2-H 
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Fig. 2. Trennung van tithox. (900 mg) und freiem Bisphenol A (104 mg). S&den wie in Fig. la, 2 ml 
Methanol/min. MW = Molekulargewicht. 
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Fig. 3. Trennung van TMP-Estern (Tri-, Di- und Mono-). SIulen wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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Fig. 4. Trennung von Glycerin, Monochlorhydrin m&1,3-Dichlor-2-propanol. Sblen wie in Fig. la, 2 ml 
Methanol/min. 
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Fig. 5. Trennung van Dilthylentriamin und DiLtl$fengtykol. SLulen wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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Fig. 6. Trennung von 0-Methyldimethylthiocarbamat (1) und Methyldimethyldithiocarbamat (2). Sgulen 
wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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Fig. 7. Trennung von 4-Methoxy-benzylalkohol (Anisalkohol) und 4-Methoxybenzylmercaptan. SWlen 
wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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Fig. 8. Trennung von Diphenylmethan, DiphenylSither und Diphenylamin. SSiulen wie in Fig. la, 2 ml 
Methanol/min. 
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Fig. 9. Trennung von Benzthiazol und dessen Derivate. Siulen wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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TABELLE I 

ADSORPTIONSCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG NACH STEIGENDEM 
LARGEWICHT 

MOLEKU- 

R(Resolution) > 1 bedeutet, dass die probenmenge noch erhiiht werden kann. 

Verbindung Peak Molekular- mg 
No. gewichr 

a- Cl 

o- BP 

e 

Cl 

9- 

0 Cl 

&CHzG 

CH3-CO-CH3 

CHJ-CO- NH2 

H2N -CO - NH2 

H,N-CO-NH> 

H,N-CS-NH, 

@~-I&--N -CS-N-(CH& 

CH&-N-CS -S-CS--N-(CH~)~ 

1 

2 

I 

2 

1 

2 

3 

1 

2 

3 

1 

2 

I 

2 

(CH&--N-CS -S-S-CS-N-_(CH3+ 3 

1 

112 440 

157 300 

112 270 

146 415 

168 415 

184 280 

200 305 

58 200 

59 115 

60 253 

60 200 

76 260 

132 160 

208 170 

240 110 

168 

166 

178 

530 

190 

130 

R 

0.6 

0.8 

1.7 

1.9 

1.3 

2.5 

4.5 

3.5 

1.9 

3.2 

1.9 
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Fig. 10. Trennung strukturisomerer Verbindungen: Triacetamido-benzol (1) und dessen Triotim (2). 
Sg_ulen wie in Fig. la, 2 ml Methanol/min. 
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Fig. 11. Trennung strukurisomerer Verbindungen: Benzylalkohol (I), Anisol(2) und p-Kresol(3). Siiulen 
wie in Fig. la, 2 ml Methanoymin. 
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TABELLE II 

TRENNUNG STRUKTURISOMER VERBINDUNGEN 
~__ 

Verbindung Peak 

No. 

305 

CH3---0 --CO-+-IN NH -CO -0 - CH3 1 

CH3 
i 

3 0 

NH-CO-O -CH3 2 

hi-CO-0-CH, 

N=C=S 

NH2 

Molekular- mg R 
gewicht 

238 210 

238 470 

I 113 

2 113 

1 

2 

g 
1 

9 
.Y, 
E 2 

1 161 190 

2 161 215 

150 

250 

184 240 

184 Iti0 

135 386 

135 117 

1.2 

0.5 

2.0 

2.7 

0.7 
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Fig. 12. Trennung von Lthox. Bisphenol A (14 g). S&ulen: 3 Nick wie in Fig. lb, 15 ml Methanoljmin. 
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Fig. 13. Trennung von Diphenylgther (12 g) und Diphenylamin (2 g). SSiulen: 2 Stiick wie in Fig. lb, 15 ml 
MethanoUmin. 
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Adsorptions-Trennung innerhalb V,, (Ausschlussvoiumen) und Vi (Porenvolumen) 
Bekanntlich ist eine exakte Bestimmung von Vi in der Gelchromatographie 

nicht ganz unproblematisch. In der praparativen Gelchromatographie wie wir sie seit 
Jahren praktizieren13, wird Wasser als Bezugssubstanz fur die Bestimmung des 
Porenvolumens verwendet. Es ist das kleinste eingesetzte Molektil und sollte aus 
Methanol an Dextrangel keine Retardierung erfahren. An zwei von vielen Beispielen 
sollen die Adsorptionseffekte aufgezeigt werden. Fig. 4 zeigt wie stark Halogenatome 
im Molektil (Monochlorhydin und 1,3-Dichlor-2-propanol) die Adsorption erhohen. 
Dass aber such andere funktionelle Gruppen im Molektil zu unterschiedlichen Reten- 
tionszeiten ftihren, zeigt Fig. 5. Diathylentriamin (Molekulargewicht 103) wird vie1 
frtiher eluiert als Diathylenglykol (Molekulargewicht 106), d.h. aliphatische -NH, 
bzw. -NH- vor -OH bzw. -0-. Unter gleichen Bedingungen konnen such Morpholin 
von Dioxan, Piperidin von Tetrahydropyran oder y-Butyrolactam vom y-Butyrolac- 
ton getrennt werden, urn nur ganz wenige Beispiele mit bekannten Verbindungen zu 
nennen. Sind diese funktionellen Gruppen an Aromaten oder ungesattigten Verbin- 
dungen, dann ist die Elutionsreihenfolge umgekehrt. 

Trennungen aufgrund starker Adsorptionseffekte 
Hier sollen einige charakteristische Beispiele aus zahlreichen Trennungen ge- 

zeigt werden, die aufgrund starker Adsorptions-Effekte (V, (Elutionsvolumen) > u. 
+. vi) zwischen geloster Probenkomponente und stationarer Phase auftreten. Ganz all- 
gemein kann festgestellf werden, das Aromaten, Heterocyclen, ungesattigte Verbin- 
dungen sowie Molektile mit Schwefel-, Stickstoff- und Halogenatomen starker adsor- 
biert werden als Aliphaten und Cycloalkane, aber such strukturisomere Verbindungen 
konnen sehr selektiv getrennt werden. Bei den einzelnen Trennungen konnten folgende 
fur die Selectivitat des Systems ntitzliche Absorptions-Effekte beobachtet werden. Ali- 
phaten werden vor Cycloalkanen und diese vor Aromaten eluiert13; Verbindungen mit 
-OCH, bzw. -OH vor SCH, bz. -SH (Fig. 6 und 7); -CH, vor -NH,,.Diphenylme- 
than (-CH,-) vor Diphenylather (-0-) vor Diphenylamin (-NH-, Fig. X), Benzthia- 
zol ( # CH) vor 2-Amino- ( #C-NH,) vor 2-Mercaptobenzthiazol ( # C-SH) (Fig. 9), 
Chlor- vor Brombenzol, Harnstoff (-CO-) vor Thioharnstoff (-CS-), Mono (-S-) 
vor Disulfiden (-S-S-) etc. Siehe dazu such Tabelle I. Hydroxylgruppen am Aroma- 
ten erhijhen die Retentionszeit der Verbindung ganz erheblich. Sehr auffallend sind 
die guten Trennungen strukturisomerer Verbindungen wie sie die Fig. 10 und 11 
sowie Tabelle II zeigen. Die Probenkapazitat kann folgendermassen erhoht werden: 
die SHule verlgngern oder was gtinstiger ist, den inneren Durchmesser vergrossern. 
Die Fig. 12 (die gleiche Probe wie in Fig. 2 jedoch ohne freiem Bisphenol A) und Fig. 
13 zeigen Trennungen mit den grossen Saulen. In der Fig. 13 sieht man die selektive 
Trennung des aromatischen Athers vom entsprechenden Amin. Unter gleichen Be- 
dingungen kann man Dibenzylamin und Dibenzylather trennen, mit dem Unter- 
schied, dass das Amin vor dem Ather eluiert wird, ein schijnes Beispiel fur dem 
Umkehr der Retentionszeiten: Aliphatisch gebundene -NH- vor -0- und aroma- 
tisch -0- vor -NH-. Man kann samtliche Trennungen von den “kleineren” problem- 
10s auf die “grosseren” Saulen tibertragen, mit dem Ergebnis, wesentlich grosseren 
Probenmengen gleich gut trennen zu konnen. Eine weitere Vergrosserung ist nicht 
nur denkbar sondern such realiserbar. 

Nach unserer Meinung und aufgrund der vorliegenden Erfahrungen gibt es ein 
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Riesenangebot an Trennproblemen, die mit Hilfe dieser Methode leicht und relativ 
schnell im prtiparativen Massstab durchgefiihrt werden k6nnen. 
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