
Bei der Reinigung von Stoffen durch chromatographische Verfahren werden 
die Komponenten eines Gemisches nach bestimmten Gesetzmäßigkeiten 
zwischen einer stationären Phase und einer mobilen Phase verteilt und 
in die Einzelkomponenten getrennt.
Die Adsorption beruht auf folgenden Wechselwirkungen:
- Dipol-Dipol-Wechselwirkung
- Wasserstoffbrücken-Bindung
- π-Komplex-Bildung
- Charge-Transfer-Wechselwirkung
- Sterische Wechselwirkung
Durch schrittweise oder kontinuierliche Aufhebung der Bindungskräfte 
wird schließlich eine Auftrennung der Komponenten erreicht.

Chromatographie:





Als "normale" Adsorptionschromatographie bezeichnet man Systeme,
bei denen die stationäre Phase polarer ist als das Elutionsmittel.
Kieselgel:
Für die präparative Chromatographie werden Kieselgele mit einer Porengröße 
von 40, 60 und 100 Å (Si-40, Si-60, Si-100) angeboten.
Kieselgelist schwach sauer und etwa im Bereich von pH 1-9 beständig.
Das Schüttgewicht liegt etwa bei 0,4-0,6 g/ml, die Dichte bei ca 2.2 g/ml.
Für die präparative Chromatographie werden Kieselgele mit einer Korngröße 
von 15-25 μm, 25-40 μm oder 40-63 μm angeboten.
Aluminiumoxid:
Aluminiumoxid ist von Natur aus basisch, kann aber durch Modifikation 
auch neutral oder sauer erhalten werden.
Für die Adsorptionschromatographie wird meist neutrale Aluminumoxid verwendet.
Da jedoch die Gefahr der irreversiblen Bindung der Substanzen (Chemsorption)
größer ist als bei Kieselgel, wird Aluminiumoxid heute nur noch für Spezialfälle eingesetzt.
Das Schüttgewicht liegt etwa bei 0,9 g/ml, die Dichte bei ca 4.0 g/ml.



Elutionsmittel:



Mischbarkeit der Elutionsmittel:



Desaktivatoren:
Bei Kieselgel und Aluminiumoxid sind nicht alle aktiven Bindungsstellen gleich stark.
Dadurch kann eine Substanz auf der Säule verschieden stark zurückgehalten werden 
und ein mehr oder weniger ausgeprägtes Tailing resultiert.
Diese störende Erscheinung kann durch Zugabe eines Deaktivators zur mobilen Phase 
aufgehoben werden.
Desaktivatoren sind also Substanzen, die durch das Absättigen der aktivsten 
Bindungsstellen zu einer Säule mit gleichmäsiger Aktivität führen. 

Wasser ist ein sehr potenter Desaktivator für Kieselgel und Aluminiumoxid.
Werden bei Trennungen Laufmittel mit unterschiedlichen Wassergehalt verwendet, 
kann es zu Veränderungen der Retentionszeit kommen. 







Polarität von Lösungsmittelgemischen:



Elutionsreihenfolge auf Kieselgel:



Reversed-Phase-Chromatographie: klassisches Material

O
Si

Si

O

O
O Octadecyl (C-18)

O
Si

Si

O

O
O Octyl (C-8)

O
Si

Si

O

O
O Ethyl (C-2)



Bei der Reversed-Phase-Chromatographie ist die stationäre Phase im Gegensatz 
zur "normalen" Adsorptionschromatographie weniger polar als das Elutionsmittel.
Die Wechselwirkungen zwischen der stationären Phase und den zu trennenden Substanzen
kommen zwischen den hydrophoben Teilen der Moleküle und den apolaren Teilen 
der stationären Phase zustande.
Daher werden gut wasserlösliche substanzen rascher eluiert als hydrophobe.
Vorteile der Reversed-Phase-Chromatographie sind:
- keine Desaktivatoren im Lösungsmittel nötig
- rasche Gleichgewichtseinstellung
- wässrige Lösungen können direkt eingesetzt werden
- gute Trennung von polaren Komponenten
Nachteile der Reversed-Phase-Chromatographie sind:
- hoher Preis der stationären Phasen
- schlechte Trennbarkeit von isomeren und diastereomenn Verbindungen





Elutionsreihenfolge auf RP-Material:



Reversed-Phase-Chromatographie: modifiziertes Material mit funktionellen Gruppen
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Ioneneaustauscher:
Zur Isolierung von hydrophilen Produkten, die nicht mit organischen Lösungsmitteln 
extrahiert werden können, kommen Ionenaustauscher oder Polymerharze mit 
speziellen Adsorptionseigenschaften in Betracht.
Ionenaustauscher oder Polymerharze können aber auch zur Abtrennung unerwünschter
Ionen, die eine weitere Reinigung behindern würden eingesetzt werden.
Die Eigenschaften von Ionenaustauschern werden durch strukturelle Faktoren bestimmt:
- Charakter des polymeren Rückgrats
- Grad der Vernetzung
- Art der funktionellen Gruppen
Wichtige physikalische Kenngrößen für Ionenaustausche sind:
- Porenvolumen
- spezifische Oberfläche
- mittlerer Porendurchmesser
Erfolgt ein Kationenaustauch mit Protonen und ein Anionenaustausch mit Hydroxylionen
unmittelbar aufeinander, resultiert eine "Entsalzung". 







Absorberharze:
Ausgehend von Ionenaustauschern wurde eine ganze Reihe von Polymerharzen 
ohne funktionelle Gruppen entwickelt, die auf Grund ihrer selektiven Adsorptions-
fähigkeit zur Abtrennung und Konzentrierung von Naturstoffen eingesetzt werden.
Jede Substanz, die aus wässriger Lösung mit einem organischen Lösungsmittel
extrahiert werden kann, läßt sich prinzipiell auch an ein geeignetes Absorberharz binden
und durch ein organisches Lösungsmittel wieder von diesem lösen.
Wichtige physikalische Kenngrößen sind:
- Porenvolumen
- spezifische Oberfläche
- mittlerer Porendurchmesser
Man unterscheidet in Hinblich auf die Polarität folgende Absorberharze:
- unpolare Polystyrole
- mittelpolare Polyacrylester
- polare Polysulfoxide und Polyamide















Für präparative Zwecke werden dafür Säulen unterschiedlicher Dimmension verwendet, 
die das jeweilige Trennmaterial enthalten. Apparativ unterscheidet man:
Vakuum-Flash-Chromatographie:
Als Säule dient eine Nutsche mit Glassinter-Frittenboden.
Durchmesser:Füllhöhe ~ 1:1; Stationärer Phase:Substanzmenge ~ 1:10 bis 1:20.
Zur Beschleunigung des Lösungsmittelflusses wird am Säulenende Vakuum angelegt.
Das Elutionsmittel wird portionsweise durch die stationäre Phase gesaugt,
in einem evakuierbaren Gefäß gesammelt und dannach in einen Kolben abgelassen.
Gut geeignet: bei großem Retentionszeitunterschied, für große Substanzmengen
Flash-Chromatographie:
Die Trennsäule ist mit Hahn, Glassinter-Fritte und Schliff am Ende versehen.
Durchmesser:Füllhöhe ~ 1:5 bis 1:10; Stationärer Phase:Substanzmenge ~ 1:50 bis 1:100.
Zur Beschleunigung des Lösungsmittelflusses wird Druck (max. 1 bar) angelegt.
Das Elutionsmittel wird kontinuierlich durch die stationäre Phase gepreßt,
mithilfe des Hahns zu Fraktionen portioniert und dannach in Gefäßen gesammelt.
Gut geeignet: bei gringem Retentionszeitunterschied, für kleine Substanzmengen



Vacuum-Flash-Chromatographie Flash-Chromatographie



MPLC und präparative HPLC:
Als Säulen werden kunststoffverstärkte Glaszylinder (MPLC, Druck max. etwa 20 bar) 
oder Metallzylinder (HPLC) verwendet.
Ein kontinuierlicher Lösungsmittelfluß wird mit einer Pumpe bewerkstelligt. 
Eine definierte Veränderung der Lösungsmittelzusammensetzung (= Gradient)
kann durch zwei oder meherer Pumpen und eine Mischkammer erreicht werden. 
Die Aubringung der Substanz erfolgt mithilfe einer Probenschleife.
Als stationäre Phasen dienen Kielesgel oder RP-Material geringer Korngröße.
- MPLC: 15-25 μm, 25-40 μm oder 40-63 μm
- präparative HPLC: 5 μm, 10 μm 
Auch die geometrische Form der Partikel spielt eine Rolle; sphärische Partikel lassen 
sich gleichmäßiger und damit dichter packen als irreguläre.
Zum Monitoring der Fraktionen dient ein UV oder Brechungsindexdetektor.
Die Sammlung der Fraktionen erfolgt mit einem Fraktionskollektor.
Steuerung und Dokumentation kann durch einen PC bewerkstelligt werden.
Gut geeignet: bei sehr geringem Retentionszeitunterschied, für kleine Substanzmengen

bei Trennungen, die immer wieder durchzuführen sind



Befüllen einer MPLC-Säule:





Optimieren der Laufmittelzusammensetzung:
Die optimale Laufmittelzusammensetzung für eine präparative Trennung ermittelt man
am besten durch dünnschichtchromatographische Vorversuche.
Es gibt viele Gründe, warum die Dünnschichtchromatographie (= DC) hervorragend 
zur Vorabklärung für Säulenchromatographie geeignet ist:
- Die DC ist schnell; viele Lösungsmittel können problemlos parallel auf ihre Eignung 

als mobile Phase geprüft werden.
- Die DC ist einfach durchführbar, preiswert und nicht zeitintensiv
- Die DC erlaubt eine einfache Detektion der Substanzen, 

sei es durch UV-Licht oder selektive Sprühreagentien
- Die DC liefert informationen über Kapazitätsfaktor k' und Trennfaktor a

Eine gute DC-Vorabklärung erspart unnötige Versuche auf der Säule !
Voraussetzung ist allerdings, daß der Sorptionsmitteltyp auf der DC-Platte oder Folie
und der Säule identisch ist. 









Beispiel einer Lösungsmittelevaluation:
1. Schritt:
Je ein DC mit einem Lösungsmittel der Selektivitätsgruppe I, II, V, VI und VIII
2. Schritt:
DC mit Rf-Werten >0,8 wiederholen; 
Polarität des Lösungsmittels durch Mischen mit Hexan reduzieren
3. Schritt:
Das beste oder die besten Lösungsmittel auswählen
Bei 2 oder 3 Lösungsmittel mit jeweils spezifischen Vorteilen 
diese zu gleiche Volumsteilen mischen und DC wiederholen








