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CHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG VON GERBSTOFFEN AN 
ElNER POLYAMIDSAULE. ISOLIERUNG EINES ZWEITEN 

AGLUCONS AUS DEM FICHTENRINDENGERBSTOFF 

Aus dem Max-Planck-lnstitut fur EiweiB- und Lederforschung, Munchen 
(Eingegangen am 15. Februar 1957) 

Herrn Professor Dr. B. H e  If e r i c  h zum 70. Geburtstag gewidmet 

Das Aglucongemisch des essigesterl6slichen Fichtenrindengerbstoffes wurde an 
einer Polyamidsaule in 6 Komponenten aufgetrennt. Neben dem bereits frilherer- 
haltenen kristallisierten Aglucon C16Hl6-1~05 konnte ein weiteres kristalli- 

siertes Aglucon gewonnen werden. ' 

Der Gerbstoff der Fichtenrinde liegt, wie wir gezeigt habenl), im frischen Bast 
der Rinde in niedermolekularer und vollig farbloser Form vor; durch postmortale 
Veranderungen, wie sie unter anderem bei der Borkenbildung vor sich gehen, geht 
er in hohermolekulare Verbindungen iiber, die den Hauptteil der technisch verwende- 
ten Fichtenrindenextrakte ausmachen. Aus dem entharzten Bast konnen etwa 30% 
des Gesarntgerbstoffes durch Extraktion mittels Essigesters mit Anteilzahlen von 
80-89, also nahezu frei von Nichtgerbstoffen, erhalten werden,). Der so gewon- 
nene Gerbstoff ist ein Glucosidgernisch ; es lieB sich an einer Kieselgel-Cellulose- 
Saule mit dem Losungsmittel Wasser-Methanol-n-Butanol-Petrolather in 5 Kompo- 
nenten auftrennenz). Die mengenmaBig stairkste Fraktion ,,E" (35 %) konnte in 
kristalliner Form gewonnen und daraus durch Abspaltung von 2 Glucoseresten 
mittels des Enzymgemisches aus Aspergillus oryzue4) das gleichfalls kristallisierte 
Aglucon ClgH16 -180s erhalten werden2). Die noch nicht abgeschlossene Untersuchung 
der iibrigen Glucoside zeigte, daB sie sich nicht durchwegs vom gleichen Aglucon 
ableiten. 

Das durch enzymatische Spaltung aus dem Gemisch der Gesamtglucoside erhaltene 
Aglucongemisch konnte durch Saulenchromatographie an dem schon fur die Tren- 
nung der Glucoside verwendeten System nur unvollkommen zerlegt werden. Zwar 
zeigte das erhaltene Auslaufchromatogramm die Anwesenheit von zwei sehr nahe 
beieinander wandernden Hauptfraktionen und mindestens einer weiteren Fraktion 
an, und es gelang, aus der langsamer wandernden Komponente das gleiche Cis-Aglu- 
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con, wie es schon durch Spaltung des Glucosids ,,E‘ erhalten worden war, zu ge- 
winnen. Aber der Versuch, weitere Aglucone auf diesem Wege zu isolieren, schlug fehl. 

Dies hat uns veranlaat, eine Zerlegung des Aglucongemisches an Polyamidpulver 
zu versuchen, das bereits vor einigen Jahren fur die quantitative Gerbstoffbestim- 
mung an Stelle von Hautpulver vorgeschlagens) und dessen Eignung fur die chroma- 
tographische Trennung von Phenolen vor kurzem beschrieben worden war697). 
Die Einwirkung von Phenol auf Polyarnid kann als eine reversible Gerbung betrach- 
tet werden; denn die Bindung von Phenol ist durch die gleichen Nebenvalenzkrafte, 
namlich Wasserstoffbriickenbindung zwischen der phenolischen Hydroxylgruppe 
und der Amidgruppe, bedingt, wie sie fur die Gerbung diskutiert werdens). 

Die chromatographische Trennung an der Polyarnidsaule hat sich an unserem 
Aglucongemisch ebenso wie an einigen weiteren Beispielen, iiber die in Kiirze berich- 
tet werden soll, als unerwartet leistungsfahig erwiesen. Bei der Auftrennung von 6g 
Aglucongemisch rnit einer Saule von 36 crn Fiillhohe und 6 crn Durchmesser (220 g 
Perlonpulver) konnten 5 Fraktionen erhalten werden (Abbild.), wobei die Gesamt- 
ausbeute 4.28 g, also 71.0%betraigt. Die Ausbeute, auf die einzelnen Fraktionen ver- 
teilt, ergibt folgendes Bild: Fraktion H 4.1%; I 10%; K 4.5%; L 11.3%; M 41.1 %. 
Eine weitere braun gefarbte Fraktion N mit 11.3%, die sich nur wenig von der Auf- 
tragsstelle entfernt, konnte mit 0. In NaOH herausgespiilt werden. 

~ ~ ... __.____ 

ccm liirvngsmdtei - 
Chromatographische Auftrennung des Aglucongemisches an einer Perlonpulver-SBule. 
Losungsmittel: Wasser-Methanol ( I :  I), (3:7), (1 :4), Methanol und n/10 NaOH. Kolo- 

rimetrische Bestimmung nach VORSATZ-BATZER’)) (Schichtdicke I cm) 
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Die mengenmal3ig starkste Fraktion M fie1 beim Eindampfen sofort kristallin aus 
und konnte durch Misch-Schmelzpunkt mit dem friiher bereits erhaltenen Cl8-Aglu- 
con identifiziert werden. Neben der scharfen Auftrennung stellt die erhaltene Aus- 
beute von 40 gegenuber der durch die Trennung an der Kieselgel-Cellulose-Saule 
erhaltenen Ausbeute von 28 % einen wesentlichen Fortschritt dar. 

Aus der Fraktion L konnten wir ein weiteres kristallisiertes Aglucon erhalten, 
welches sich bei 229" unter Verkohlung zersetzt. Durch Umsetzung mit Fluordini- 
trobenzol haben wir die Dinitrophenylverbindung hergestellt, die in langen hell- 
gelben Nadeln vom Schmp. 160" auskristallisiert. Aus ihrer Analyse kann man die 
Formel des zugrunde liegenden Aglucons zu C1&I16O5 berechnen. Die Dinitrophenyl- 
verbindung entfarbt Kaliumpermanganat und Bromwasser nicht, sie enthalt also 
im Gegensatz zum CIS-Aglucon keine Doppelbindung. Uber weitere Untersuchun- 
gen an dem isolierten zweiten Aglucon hoffen wir in Kurze berichten zu konnen. 

Eine Auftrennung des Glucosidgemisches an der Perlonsaule gelang nicht. Samt- 
liche Glucoside haften nur wenig am Perlonpulver und konnen bereits mit Wasser 
verdrangt werden. 

Die scharfen chromatographischen Trennungen, die in geeigneten Fallen an Poly- 
amidsaulen erzielt werden, beruhen auf der unterschiedlichen Affinitat der einzelnen 
Gerbstoffe zu den Amidbindungen, die ihrerseits der auch technisch wichtigen 
Affinitat zum EiweiB der Haut parallel gehen durfte, wobei allerdings, wie schon 
Ergebnisse von BATZER~) andeuten, die Affinitat der Polyamide geringer zu sein 
scheint als diejenige der Hautsubstanz. Der besondere Vorteil dieses chromatographi- 
schen Systems zur Trennung von Gerbstoffen und dariiber hinaus von phenolischen 
Substanzen uberhaupt liegt aber in der Moglichkeit, auf einfache Weise praparative 
Trennungen relativ g rokr  Substanzmengen auszufuhren. Die Chromatographie 
an Polyamid beruht nicht auf einer Oberflachenadsorption. Sie erfolgt uber Wasser- 
stoffbruckenbindungen auch im Inneren des Polymeren, wobei die Verteilung zwi- 
schen der waDrigen Losung und der polymeren Phase eher derjenigen zwischen zwei 
fliissigen Phasen an die Seite gestellt werden kann. Nach unseren Ergebnissen an 
einfachen Phenolen') kann bis zu ein Mol. Phenol je Amidbindung angelagert werden, 
ohne die Eigenschaften der Saulenfullung entscheidend zu verandern. Wollte man 
die beschriebene chromatographische Trennung von 6 g Aglucongemisch in der ubli- 
chen verteilungschromatographischen Anordnung an einer Kieselgel-Cellulose- 
Saule durchfuhren, so wiirde dafur etwa eine Saule von 100 cm Lange und 6 cm Durch- 
messer benotigt, wobei rund 5 kg Fiillmasse und 90 1 Losungsmittel eingesetzt werden 
miiBten. 

Herrn Dr. M ~ L L E R  von den Farbwerken Hoechst (Werk Bobingen) mtichten wir auch an 
dieser Stelle unseren Dank fur die Uberlassung des Perlonpulvers aussprechen. 

.. _ _  ._ ____ .- - . - - - 1957 __-_____  -. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Vorbereitung der Saule: 220g Perlonpulver Jeinst", Maschenweite 0.2mp (Din 30). der 
Farbwerke Hoechst (Werk Bobingen) lien man 2-3 Stdn. in Wasser quellen und schlammte 
es dann portionsweise in eine am unteren Ende mit einer Glasfritte abgeschlossene SLule ein. 
Dabei wurde das Pulver jedesmal mit einem dicken Glasstab leicht gepreDt. Nach der Fiillung 
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wurde das obere Ende der Packung mit einer Glasfritte abgeschlossen. Flillhohe 35cm. 
Durchmesser 6cm. 

AuJJuhrung der saulenchroniatogra~hischen Auftrmnung: 6 g Aglucongemisch wurden in 
30ccm Wasser-Methanol ( I  : I )  gelost und vorsichtig auf die Side aufgetragen. Es wurde 
kontinuierlich rnit folgenden Losungsmitteln eluiert: 900ccm Wasser-Methanol ( I  : I ), 
3000ccm (3:7), 1500ccm ( I  :4) und 500ccm Methanol. Die noch auf der S i d e  verbliebene 
braune Substdnz wurde mit 0.1 n NaOH herausgespiilt. Eluiert wurde mit einer Tropfge- 
schwindigkeit von 16Occm pro Stunde. Das Eluat wurde in Fraktionen von 4Occm gesammelt 
und 0.1 ccm mittels der Nitritreaktion nach F.VORSATZ~) getestet. Die Ausbeuten der Frak- 
tionen H bis M wurden gravimetrisch bestimmt. Die Fraktion N wurde angesauert, ausge- 
ithert und nach Verdampfen des Losungsmittels ausgewogen. Die Fraktion M tiel beim 
Eindampfen kristallin aus. Schmp. 216 '. RF-Wert in Butanol-Eisessig-Wasser 0.70. 

Krisfullisafion der Koniponenfe L:  Nach Verdampfen des Losungsmittels verblieb ein 
amorphes Pulver, welches mit heiRer 60-proz. Essigsiure gelost wurde und beim Abkuhlen 
flockig ausfiel. Uber Nacht bildeten sich mikroskopisch kleine, weil3e. kristalline Blattchen, 
die sich nach Umkristallisation aus 60-proz. Essigsaure bei 227 -229' unter Verkohlung zer- 
setzten. 

Das Aglucon ist sehr leicht loslich in Eisessig und Athanol, schwer lbslich in Wasser, un- 
loslich in Aceton und Essigester. Olivgriine Eisenchloridreaktion, die bald in Rotbraun um- 
schlagt. Mit konz. Schwefelsaure orangerote Firbung, die auch nach 24 Stdn. nicht verandert 
ist. Rp-Wert in Butano~-Eisessig-Wdsser (4: 1 : 5 )  0.85. 

Darsrellung der Dinirrophenylverbindung: 30 mg Aglucon wurden in I ccm 90-proz. Alkohol 
gelost und mit 30ccm I-proz. alkohol. Dinirropuorbenzol-LBsung versetzt. Nach Zugabe von 
3ccm gesattigter Natriumhydrogencarbonatlasung fie1 ein Niederschlag B U S .  Das Reaktions- 
gemisch wurde 2 Stdn. unter mehrmaligem Umschutteln stehen gelassen und dann abfiltriert. 
Der Niederschlag wurde zur Beseitigung des Natriumhydrogencarbonats mehrmals mit 
5-proz. Essigsaure aufgenommen und abfiltriert. Diese Operation wurde dann noch dreimal 
init Wasser durchgefuhrt. Der Niederschlag wurde in Aceton gelost und mit einigen Tropfen 
Wasser bis zur beginnenden lri lbung versetzt. Nach 10 Min. bildeten sich lange hellgelbe 
Nadeln vom Schmp. 160". 

Die Dinitrophenylverbindung ist leicht lbslich in Aceton, Dioxan und Essigester, unlbslich 
in Wasser und Petrolather. Die Analysenergebnisse lassen sich mit der Tris-DNP-Verbindung 
eines Aglucons Cj6H160~ in Einklang bringen. 

C34H22017Nh (786.6) Ber. C 51.91 H 2.82 N 10.68 Gef. C 51.86 H 2.90 N 10.73 




