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EINLEITUNG

Fiir die Trennung organischer Sduren stehen heute hauptséidchlich zwei Verfahren zur
Verfiigung: (1) die sdulenchromatographische Trennung iiber Kieselgel- oder Ionen-
austauschersiulen und (2) die papierchromatographische Trennung. Bei Arbeiten
iiber die Zusammensetzung der Zellsidfte verschiedener Pflanzen, in denen die or-
ganischen Sduren bzw. deren Salze eine wichtige Rolle spielen, beniitzte der Verfasser
das zweitgenannte Verfahren. Uber die papierchromatographische Analyse organischer
Siuren existieren bereits zwei sehr brauchbare zusammenfassende Darstellungen
(RANSON?! und SCHWEPPE?). ‘

Im Laufe der nach diesen Anweisungen begonnenen Arbeiten wurden dann einige
Erfahrungen gesammelt, die geeignet sind, die genannten Darstellungen in einigen
Punkten zu erginzen. :

HERSTELLUNG DER EXTRAKTE

In der allgemeinen biochemischen Methodik wird zu diesem Zwecke empfohlen, die
Pflanzenteile schonend zu trocknen, zu pulverisieren und mit verschiedenen Ldsungs-
mitteln zu extrahieren. Falls es sich darum handelt, die im Zellsaft geldsten Stoffe zu
erfassen, erscheint dieses Verfahren nicht zweckmaissig. Dies gilt ganz besonders fiir
die organischen S#uren, wie die Abb. 25 in LINSKENS® schén illustriert. Dort sieht
man, dass die Extraktion der organischen Siduren aus Maissprossen mit 8o % Athanol
erst nach 72 Stunden einigermassen komplett ist, wihrend Zucker und Aminosiuren
viel rascher in Losung gehen. Der Grund hierfiir ist leicht einzusehen: Die organischen
Sduren liegen im Zellsaft sehr oft zum grossen Teil in Torm ihrer Ca-Salze vor, die
in Alkohol nur schwer 16slich sind. :

Das vielfach empfohlene Auséithern der organischen Sduren aus der mit Schwefel-
siure befeuchteten Trockensubstanz kann die sehr wichtige Oxalsdure nicht befrie-
digend erfassen und ist natiirlich nicht anwendbar wenn eine Gesamt-Analyse des

Zellsaftes beabsichtigt ist. :
ILjing, einer der wenigen Biochemiker, d1e s1ch speziell mit der Analyse des
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Zellsaftes befasst haben, hilt in solchen Fillen die Gewinnung eines Pressaftes fiir
wiinschenswert. Nach WALTER? muss einem Abpressen von Pflanzenteilen eine
Totung derselben vorausgehen. Lebende Pflanzenzellen geben infolge der Semiperme-
abilitdt des Protoplasmas (vgl. z.B. BANCHER UND HOFLERS, S. 79 ff.) beim Pressen
zunédchst fast reines Wasser ab, wihrend die gelésten Substanzen im Protoplasten
zurlickgehalten werden. Nach WALTER's Methode geschieht das Abtéten durch
Erhitzen in einem geschlossenem Gefiiss. ILJIN hat nun darauf aufmerksam gemacht,
dass dieses Verfahren bei biochemischen Analysen unter Umstéinden fehlerhafte
Resultate zur Folge haben kann. In Zellsdften sind ndmlich oft grosse Mengen von
Calcium-Citrat geldst, das dazu neigt, libersidttigte Losungen zu bilden, aus denen in
der Hitze ein Teil des Salzes ausfillt und damit im Pressaft nicht aufscheint. ILJIN
hat daher die von ihm analysierten Pflanzenteile durch Chloroform-Didmpfe getétet
und dann gepresst. Dies ist ein durchaus empfehlenwertes Verfahren. Immerhin
werden sich wohl “‘wilde’’ enzymatische Reaktionen in der Zeit zwischen Téten und
Abpressen nicht ganz, wenn auch durch rasches Arbeiten grosstenteils, vermeiden
lassen. Ferner kann bei diesem Verfahren die Tétung erst im Laboratorium erfolgen
und bei lingerdauernden - Exkursionen im Zuge der Untersuchung von Freiland-
pflanzen besteht die Gefahr, dass die Pflanzenteile wéhrend des Transportes chemische
Veridnderungen erleiden. Auf Grund dieser Bedenken hat der Verfasser im Rahmen
der vorliegenden Arbeit folgende Methode beniitzt: 25 g frische Blitter wurden in
etwa 175 ml siedendes dest. Wasser eingeworfen. Nach Erkaltenlassen wurde ent-
weder gleich weiterverarbeitet oder, wenn dies nicht modglich war, in einer Tief-
kiihltruhe eingefroren. Die Weiterverarbeitung geschah durch Homogenieren mit
einem handelsiiblichen Eintauch-Mixer (Bamix) und Auffiillen der Suspension in
einem Messkolben auf 250 ml. War eine Bestimmung des Gesamt-Oxalates vorge-
sehen, dann wurde von dieser Suspension nach gutem Umschiitteln ein aliquoter Teil
entnommen und darin das Gesamt-Oxalat nach der Methode von BAKER, angegeben
bei WoLF7 (S. 497), bestimmt. Der Rest wurde filtriert oder zentrifugiert, die erhaltene’
Losung fiir die weitere Analyse verwendet. Nach diesem Verfahren werden wohl alle
im Zellsaft gelosten Stoffe in einer LL6sung von e¢twa der zehnfachen Verdiinnung des
Zellsaftes erhalten; zusidtzlich gehen nattirlich noch einige Bestandteile des Proto-
plasmas sowie eventuell in der Vakuole ungeltst vorliegende Stoffe zum Teil in
Losung. Einige besonders empfindliche Ketosduren, wie z.B. Oxalessigséure, werden
in den so hergestellten Extrakten wohl nicht erfasst werden kénnen. Phenolderivate,
wie z.B. Chlorogensédure, diirften die Prozedur im allgemeinen gut iiberstehen (vgl.
dazu die Angaben von ZUCKER UND AHRENSS, die zu Chlorogensidurebestimmungen
in dhnlicher Weise extrahieren). : -
Das beschriebene Verfahren kann bei Untersuchungen an Freilandpflanzen
unmittelbar am Standort durchgefiihrt werden. In diesem Falle werden die Bldtter
(oder anderen Pflanzenteile) auf einer Handwaage moglichst genau abgewogen, in
ein geeigneétes Glasgefidss (Kolben) eingebracht, mit der mittels eines tragbaren
Benzin- oder Gaskochers erhitzten Wassermenge iibergossen und kurz aufgekocht.
In diesem Zustande kénnen die Proben dann zum Laboratorium transportiert werden,
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ohne dass chemische Veridnderungen befiirchtet werden miissen. Dauert der Trans-
port zum Labor linger als etwa 24 Stunden, dann muss die Probe mit einem Watte-
pfropfen verschlossen und fraktioniert sterilisiert werden.

Will man in dem erhaltenen Extrakt quantitative Bestimmungen durchfiihren,
dann besteht das Problem einer geeigneten Bezugsgrdsse. Als solche dient oft das
Trockengewicht, auch der Proteingehalt oder eine andere Grdsse (vgl. ParchH?).
Besteht, wie in der vorliegenden Arbeit, die Absicht, die Konzentration der im
Zellsaft geltsten Stoffe zu bestimmen, dann erscheint als Bezugsgrésse der Frisch-
wassergehalt der betreffenden Pflanzenteile empfehlenswert. In diesem Falle muss
an einer Parallelprobe der zu analysierenden Pflanzenteile deren Wassergehalt
bestimmt werden. Ist nun F das Frischgewicht der (nach oben gegebener Vorschrift)
zur Analyse verwendeten Pflanzenprobe und T das in einem Parallelversuch ermittelte
Trockengewicht einer gleichen Gewichtsmenge, 7 das Volumen, auf das die Suspension
der homogenierten Pflanzenteile aufgefiillt wurde und S das spezifische Gewicht der
Trockensubstanz, dann entspricht 1 ml filtrierter Extrakt:

rFr —-T
T
V o— -
S

ml Frischwasser.

Der gegebene Ausdruck entsteht dadurch, dass der Frischwassergehalt der
Probe (F—T7") durch die Zahl der ml Wasser, die in dem Volumen I der Suspension
enthalten sind, dividiert wird. Diese letztere Wassermenge entspricht natiirlich dem
Volumen V, vermindert um das Volumen der bei der Filtration zuriickbleibenden
ungeltsten Anteile. Dieses letztere Volumen wurde als identisch mit dem Volumen der
Trockensubstanz (7/S) angenommen. Dadurch entsteht ein kleiner Fehler, da ja bei
der Bestimmung der Trockensubstanz auch die Trockensubstanz des Zellsaftes mit-
gewogen wird und bei der Bereitung des Extraktes wiederum Stoffe in Losung gehen,
die in der lebenden Zelle nicht im Zellsaft, sondern im Protoplasma enthalten waren.
Der Fehler diirfte jedoch vernachlissigbar klein sein, da ja V > T/S. Beziiglich des
Zahlenwertes von S erscheint es dem Verfasser zuldssig, ihn mit dem spezifischen
Gewicht eines Hauptbestandteiles der Trockensubstanz, ndhmlich der Cellulose
(@ = 1.6) gleichzusetzen.

- DIE VORREINIGUNG UND FRAKTIONIERUNG DER EXTRAKTE .

Zur Abtrennung einer Fraktion der organischen Sduren aus Pflanzenextrakten haben
BryaNnT UND OVERELL die Verwendung eines Anionenaustauschers vorgeschlagen.
‘Will man nicht nur die Sduren erfassen, sondern einen weiteren Uberblick tiber die
Zusammensetzung des Extraktes (bzw. des Zellsaftes) erhalten, dann lédsst sich das
Verfahren zu einem allgemeinen Trennungsgang ausbauen.

Der Verfasser verwendete Merck-Ionenaustauscher I und III (stark saurer und
stark basischer Austauscher), die in Portionen zu 5 g in Ro6hren eingefiillt wurden, die
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in Fig. 1 dargestellt sind. Im Raum A (innen 8 X 150 mm) befindet sich der Aus-
tauscher iiber einem Bausch Glaswolle, der Raum E (Fassungsvermdgen 250 oder
500 ml) dient zur Aufnahme des durchlaufenden Extraktes bzw. des Elutionsmittels.
Die mit Schlauch und Quetschhahn H angeschlossene 2 mm-Kapillare K verhindert
ein Trockenlaufen der Siule, das ja vermieden werden soll (vgl. DAECKE!!). Die
Vorrichtung kann daher auch bei langdauernden Elutionsvorgédngen ohne dauernde

Y

Fig. 1. Gefidss zur Aufnahme der Ionenaustauscher-Siiule. Erklirung im Text.

Aufsicht bleiben. Haben sich in der Sdule dennoch Luftblasen eingestellt, dann kénnen
sie leicht durch Riickspiilung entfernt werden: An das freie Ende der Kapillare IX
wird ein Schlauch angeschlossen, der mit einem hoéhergestellten Wassergefidss ver-
bunden ist. Das Wasser driickt die Austauschermasse in den Raum E, von wo sie
sich nach Aufhéren der Riickspiilung wieder luftblasenfrei nach A absetzt. Der
Glaswollbausch am Grunde von A #ndert hierbei seine Lage nicht, wenn er einiger-
massen festgedriickt ist. '

" Sollen nun mittels einer Anionenaustauscher-Sidule die organischen Séduren aus
einem Pflanzenextrakt herausgeholt werden, dann ist es zunichst empfehlenswert,
ein richtiges Verhiltnis zwischen der Kapazitidt des Ionenaustauschers und dem
Sauregehalt des Extraktes herzustellen. Wenn, wie im vorliegenden Falle, eine quan-
titative Abtrennung der Anionen (bzw. gegebenenfalls auch der Kationen) durch einen
Ionenaustauscher notwendig ist, dann. darf der Extrakt, der die Siule passiert,
natiirlich nur einen Bruchteil derjenigen Menge der betreffenden Ionengattung ent-
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halten, die der vollen Austauschkapazitét der Sdule entspricht. Nach Literaturanga-
ben sollte die durchlaufende Extraktmenge méglichst nicht mehr als etwa 10 % der
Austauschkapazitit der verwendeten S#ule entsprechen. Die Austauschkapazitit
einer 5 g-Sdule von Merck-Ionenaustauscher I (Kationenaustauscher) betridgt 12.5-13
mval (bestimmt durch Passage von 25 ml IV KCIl durch die Sdule in' H-Form und
Titration der austretenden HCI). Die Kapazitit einer 5 g-Sdule von Merck-Ionen-
austauscher III (Anionenaustauscher) betridgt 15.8 mval (bestimmt durch Passage
von 200 ml V/10 Oxalsidure durch eine Séule in Carbonatform und manganometrische
Titration des durchlaufenden Oxalates).

Die durch die Anionenaustauscher-Siule laufende Extraktmenge sollte also
nicht mehr als etwa 1.5 mval Siduren enthalten. Die Gesamt-Sidure im Extrakt, deren
Menge ja auch in anderer Hinsicht interessant ist, wird in einem Vorversuch dadurch
bestimmt, dass man eine gewisse Menge (2.B. 5 ml) desselben durch eine Kationen-
austauscher-Siule in der H-Form schickt, mit 30—40 ml Wasser portionsweise nach-
spiilt und in der durchgelaufenen Fliissigkeit die Sdure in tiblicher Weise titriert (vgl.
z.B. WoLF?, S. 484 {.). Einige durchgefiihrte Versuche ergaben zum Beispiel folgende
Werte fiir den Gehalt an Gesamt-Sdure in Extrakten, die nach der weiter oben ge-
gebenen Vorschrift hergestellt worden waren.:

Viscaria vulgaris 28 mval/l
Sedum maximum 19 mval/l
Echium vulgare 33 mval/l.

Die fiir eine 5 g-Sidule von Anionenaustauscher (Merck III) tragbare Menge von
Extrakt betréigt also bei Viscaria etwa 50-55 ml, bei Sedum etwa 8o ml, bei Echium
etwa 45 ml.

In welcher Form soll nun der Anionenaustauscher verwendet werden? BRYANT
UND OVERELL! haben die Carbonat-Form vorgeschlagen, weil bei Verwendung der
OH-Form in zuckerhaltigen Extrakten durch Abbau der Zucker neue Sduren ent-
stehen koénnen (z.B. Milchsidure und Glykolsdure, vgl. RansoN?; S. 541 und die dort
zitierte Literatur). Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde vor allem mit der
Carbonat-Form des Merck-Ionenaustauschers III gearbeitet. :

In der zusammenfassenden Darstellung von RANsSON wird vorgeschlagen den
Anionenaustauscher nach der Aufnahme der Sduren mit HCl, Na,COj;, (NH,),CO;4
oder NH,OH zu eluieren und den Uberschuss des Elutionsmittels jjegeber.enfalls durch
nachtréigliche  Passage eines Kationenaustauschers in H-Form zu eliminieren.
ScuwePPE? schlidgt zur Elution nur (NH,;),COj,, sonst gleiche Behandlung vor. Dazu
ist nach eigenen Erfahrungen folgendes zu sagen: Um das Na* bzw. NH, * aus 250 ml
N Carbonat-Lésung (wie fiir die Elution empfohlen) nachtréiglich zu eliminieren,
wiiren nicht ro g Kationenaustauscherin H-Form (wie RaNsonN angibt), sondern — bei
Verwendung von Merck I—mindestens 100 g nétig. Ausserdem entstehen bei der
Passage von Carbonat-Losung durch einen Kationenaustauscher in H-Form grosse
Mengen CO, (aus 250 ml N Losung theoretisch etwa 2.5 1), wodurch die Sdule an
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zahlreichen Stellen durch Gasblasen unterbrochen wird. Dies lédsst schiesslich den
Durchlauf fast zum Stillstand kommen. Infolgedessen ist Na,CO; als Elutionsmittel
nicht empfehlenswert. Bei (NH,),CO; hingegen lisst sich der Uberschuss leicht weg-
kochen (am besten im Vakuum). Die danach vorliegenden NH,-Salze der organi-
schen Siduren lassen sich mit Hilfe von Kationenaustauscher in H-Form als freie
Sduren gewinnen. Von den anderen bei RANSON vorgeschlagenen Elutionsmitteln ist
auch HCI weniger empfehlenswert. Da bei der Adsorption der organischen Sduren am
Anionenaustauscher nur ein kleiner Teil der Kapazitdt ausgeniitzt wird, liegt der
Rest des Ionenaustauschers noch immer in Carbonat-Form vor. Wiirde man eine
solche Sdule mit HCI zu eluieren versuchen, dann wiirde auch hier wieder viel CO,
entstehen und die Sdule unterbrechen. NH,OH kidme als Elutionsmittel in Frage,
doch ist zu bedenken, dass die Losung nachher eingedampft werden muss, was bei
dem immerhin recht hohen pH-Wert des NH,OH fiir empfindlichere organische
Siuren gefihrlich werden kénnte. So bleibt von den vier vorgeschlagenen Elutions-
mitteln nur das Ammoniumcarbonat wirklich empfehlenswert.

Aus diesen Uberlegungen ergibt sich folgende Grundoperation fiir die Isolierung
organischer Siuren aus einem Pflanzenextrakt: ‘

1. Aktivieren des Anionenaustauschers (5 g Merck III) durch Passage von 500 ml
N Na,CO4 (iiber Nacht)*.

2. Waschen mit etwa 50 ml H,O (portionsweise) bis zu neutraler Reaktion des
Waschwassers.

3. Durchlauf der berechneten Menge des Extraktes. Geschwindigkeit etwa 30 bis
60 Tropfen pro Minute (vgl. dazu aber S 501, Fussnote).

4. Waschen.

5. Elution durch Passage von 250 ml NV (NH,),CO,.
6. Waschen (das Waschwasser wird mit dem Eluat vereinigt).
- 7. Eindampfen des Eluates im Vakuum.

8. Aufnehmen mit etwa zo ml H,O.

9. Durchlaufenlassen durch eine 5 g-Siule Kationenaustauscher (Merck I) in
H-Form (erhalten durch Passage von 50 ml N HCI und nachtrigliches Waschen).

10. Waschen der Kationenaustauschersidule (das Waschwasser wird mit dem
Durchgelaufenen vereinigt)..

11. Durchgelaufenes -+ Waschwasser im Vakuum einengen.

Nach diesen Operationen ist die Sdurefraktion des Extraktes fertig zum Auf-
tragen auf das Papier. Will man eine Trennung von Citronensidure und Isocitronen-
sdure nach CHEFTEL, MUNIER UND MACHEBOEUF!? bzw., nach der verbesserten
Methode von RansoN (Ref.2, S. 556) durchfﬁhren, dann veridndert sich das Verfahren,
wie folgt: :

11. Durchgelaufenes und Waschwasser wud im Vakuum emgedampft und eine
Stunde lang im Vakuum auf 100° erhitzt.

* Beziiglich der Vorbehandlung fabnkneuer Ionenaustauscher vgl. RaNnson?, 'S, 543 bzw.
Darckell, S, 22. Die an der letztgenannten Stelle angegebenen Lésungsmengen zur Regeneration
erscheinen allerdings etwas klein. BRYANT UND OVERELL!® verbrauchen zur Aktivierung 2 X 500

ml N Na,CO,.
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12. Der Riickstand wird in einer geringen Menge konzentrierter Ammoniak-
16sung aufgenommen und auf das Papier aufgetragen.

Will man sich iiber die vorhandene Gewichtsmenge an Sidure informieren — was
empfehlenswert ist — so kann das Eindampfen in einem vorher gewogenen Kolben
geschehen, der nachher wieder gewogen wird. Man setzt dann zweckmissig soviel
Lésungsmittel zu, dass eine etwa 1 % Lo&sung der Siduren entsteht.

In gewissen Fillen treten allerdings bei diesem Verfahren Komplikationen auf,
so namentlich bei Extrakten, die grossere Mengen von Phenol-Siuren (Chlorogen-
sdure, Kaffeesiure, Protocatechusdure o.dgl.) enthalten. In diesem Falle firbt sich
die (vorher gelbe) Sidule des Anionenaustauschers wihrend der Elution mit (NH,),CO,
dunkelbraun, weil diese Sduren im alkalischen Bereich autoxydabel sind. Die Oxyda-
tionsprodulkte bleiben in der Sdule und die ablaufende Lésung ist farblos und frei von
den genannten Sduren. Dies ist einerseits ein Nachteil, weil die betreffenden Sduren
im Chromatogramm fehlen und die Ionenaustauscher-Siule verunreinigt, vielleicht
sogar unbrauchbar geworden ist*. Andererseits liegt darin aber auch ein Vorteil, weil die
Phenolderivate auch bei der Trennung von Citronensidure und Isocitronensiure stark
stéren. Sie verfidrben sich schon beim Erhitzen im Vakuum auf 100°, mehr noch beim
nachtriglichen Aufnehmen in Ammoniak. Die erhaltene braune Ldsung liefert
Chromatogramme mit braunen Schwinzen, welche die Flecken der anderen Siduren
tiberlagern. Kann man die Verunreinigung einer Anionenaustauscher-Sdule in Kauf
nehmen, dann eignet sich das Verfahren gut dazu, aus phenolhaltigen Extrakten die
Phenolderivate abzuscheiden und saubere Trennungen von Citronensiure und Iso-
citronensidure zu erhalten. o : :

Wie lassen sich nun die Phenolsduren selbst chromatographisch erfassen? Hier
besteht zunédchst die Moglichkeit, den rohen Extrakt durch einen Kationenaus-
tauscher in der H-Form laufen zu lassen, wodurch die zumeist vorliegenden Salze in
die freien Sduren verwandelt werden, die so erhaltene L&sung ohne weiteres auf das
Papier zu brir‘fgen und mit einem sauren Losungsmittel zu entwickeln. Dieses Ver-
fahren ist natiirlich nur dann erfolgversprechend, wenn neben den Siduren keine allzu
grossen Mengen von anderen Verbindungen (Zucker o.dgl.) vorliegen, hat aber dann
den Vorteil, dass mit den iiblichen Phenolreaktionen (Fluoreszenz, FeCl;-Reaktion
w.s.w., vgl. LINskENS18, S, 333 f.) nicht nur die Phenolsiuren, sondern auch andere
Verbindungen mit Phenolgruppen am Chromatogramm erscheinen.

Eine Moglichkeit, die Phenolsduren in einer Sédurefraktion zu erhalten, besteht
darin, dass man den Anionenaustauscher nicht in der Carbonat-Form, sondern in der
Formiat-Form verwendet. Bezliglich dieser Mdglichkeit sei vor allem auf die Arbeit
von REINBOTHEM hingewiesen. Die Arbeit ist zwar vor allem der Gradientenelutions-
technik gewidmet, doch lassen sich auch fiir die Papierchromatographie wertvolle
Anregungen aus ihr entnehmen. Hier ist vor allem zu beachten, dass die Elution
leider nicht mit Ammoniumformiat durchgefiihrt werden kann, weil dieses beim
nachtriglichen Eindampfen viel weniger fliichtig ist als das Ammoniumcarbonat.

* Ob der verfirbte Anionenaustauscher nach gutem Waschen mit Sidure und Lauge wieder fiir
analytische Zwecke verwendbar ist, bleibt zu priifen. :
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Man muss vielmehr starke (6 V) Ameisensdure zur Elution verwenden, die aber infolge
ihres geringen Dissoziationsgrades bei dieser Konzentration nur relativ wenige
HCOO—-Ionen enthilt, die ja wohl allein fiir den Austausch in Frage kommen. So
braucht man (nach eigenen orientierenden Versuchen) grosse Mengen dieser L&sung
(250—500 ml), um qucntitative Elutionen zu erhalten. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit ist nicht mit Formiat-Sdulen gearbeitet worden, weil in dem spéter zu be-
sprechenden Trennungsgang das Formiat bei der Zuckerbestimmung gestort héitte.

Eine weitere Komplikation ergibt sich bei Extrakten, die Oxalsdure enthalten.
Diese Siure stoért bekanntlich die papierchromatographische Trennung der anderen
Sduren durch Schwanzbildung und es wird empfohlen, sie vorher abzutrennen. Der
Verfasser verwendete zur Fillung des Ca-Oxalates eine Lésung, die je 2 NV an Ca-
Acetat und Essigsdure war. Die oben angefiihrte Grundoperation dndert sich in
diesem Falle, wie folgt:

. 1. Eine Extrakt-Menge, die etwa 1.5 bis 2 mval Gesamtsidure enthilt, wird mit
1 ml der oben angefiihrten Ca-LGsung (entsprechend 2 mval Ca) versetzt. Der p'H-
Wert der Lésung soll nun etwa zwischen 4 und 5 liegen. Enthélt der Extrakt grosse
Mengen von Oxalsiure neben geringen Mengen der anderen Sduren, dann empfiehlt
es sich, vorher ausser der Gesamtsidurebestimmung noch eine Oxalsdurebestimmung
durchzufithren (vgl. WoLF7?, S. 495 ff.). Die Extrakt-Menge wird dann so bemessen,
dass die neben Oxalsdure noch vorhandenen Siuren der dem Anionenaustauscher
zuzufiihrenden Menge (1.5 mval) entsprechen. Es wird dann so viel Ca-Ldsung hinzu-
gesetzt, dass gegeniiber der anwesenden Menge von Oxalsiure ein Uberschuss an
Ca vorliegt. Man stellt die Lsung tiber Nacht in den Kiihlschrank und filtriert dann
durch ein dichtes Filter vom Niederschlag ab.

2. Die Losung wird zur Entfernung des Ca-Uberschusses durch eine 5 g-Sidule
Kationenaustauscher in der H-Form geschickt. Die durchlaufende L&sung wird (an
einem entnommenen kleinen Teil) durch Zusatz von Ammoniumoxalat-Loésung auf
Ca-Freiheit gepriift. Notigenfalls wird die Ldsung noch durch eine zweite Sdule
Kationenaustauscher geschickt. Sdulen nachwaschen und das Waschwasser mit dem
Durchgelaufenen vereinigen.

3. Zur Entfernung der iiberschiissigen Essigsdure wird im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand wird mit etwas H,0 aufgenommen und ist nun fertig fiir die weiteren
Operationen (entweder direktes Auftragen auf Papier und Chromatographieren mit
saurem Losungsmittel — vgl. S. 499 — oder, wenn eine Trennung der aliphatischen
Carbonsiduren von Phenolsiduren, Zuckern u.dgl. erwiinscht ist, eine weitere Behand-
lung nach S. 498, Punkt x ff.). »

Wenn nicht nur die organischen Séduren, sondern auch andere Bestandteile des
Zellsaftes analysiert werden sollen, dann ldsst sich mit Hilfe von Ionenaustauschern
leicht eine gruppenweise Trennung verschiedener Verbindungen durchfiihren, etwa in
folgender Weise: '

1. Passage des Extraktes durch eine Sdule Ixa.tmnenaustauscher in H-Form
Nachwaschen mit Wasser. Die Sédule enthilt die im Extrakt enthaltenen Katlonen,
das Durchgelaufene die Siuren und Nichtelektrolyte.
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1a. Die Sdule wird mit N HCI (p.A.) eluiert. Leider ist das zur quantitativen
Elution von Ca und Mg nétige Volumen ziemlich gross (1000 ml und mehr). Es wiire
zu priifen, ob ein schwach saurer Austauscher (Merck IV) bessere Resultate gibt.

2. Das Durchgelaufene von 1. wird durch eine Siule Anionenaustauscher in
Carbonat-Form geschickt. Mit dem Waschwasser von I. und einer weiteren Portion
Wasser wird nachgespiilt*. Die Sidule enthilt die Anionen, das Durchgelaufene die
Nichtelektrolyte. :

2a. Die Sdule wird eluiert und weiterbehandelt wie auf S. 498, Punkt 5 ff.
beschrieben. Das Eluat enthilt die Siduren (mit Ausnahme der im Al]\allschen autoxy-
dablen). '

3. Das Durchgelaufene von z. wird im Vakuum eingeengt und zur Bestimmung
von Zuckern u.dgl. verwendet. Disaccharide werden bei (1) z.T. gespalten.

Die freien Aminosduren werden bei diesem Trennungsgang je nach ihren che-
mischen Eigenschaften in verschiedenen Fraktionen auftauchen. Eine Anwendung
des beschriebenen Trennungsganges fiir die Analyse von Aminosiduren ist wohl
nicht empfehlenswert, zumal es ja fiir diesen Zweck gut ausgearbeitete andere Ver-
fahren gibt.

DIE PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG

Als Papier wurde Schleicher & Schiill (“Selecta’’) Nr. 2043 b, normal und ‘‘ausge-
waschen’’ (letzeres bevorzugt) verwendet. Die Sdurefraktionen der Extrakte wurden
in Mengen von 10-60 ul einprozentiger Lésung (entsprechend 100-600 9 reiner
Sduren) aunfgetragen. Hat man mehr als 1o ul einer Lésung aufzutragen, dann muss
dies natiirlich portionsweise (etwa je 10 ul) geschehen, wobei nach jeder Portion mit
Warmluft getrocknet wird. In diesem Zusammenhang ist ein Kunstgriff beherzigens-
wert, den BassHAM UND CALVINIS (S, 892) angeben: Nach dem Auftragen der einzelnen
Portionen des Extraktes wird nur leicht mit Warmluft behandelt, nicht scharf ge-
trocknet. Nach dem Auftragen der letzten Portion wird nicht mehr mit Warmluft be-
handelt, sondern feucht belassen und so in den Chromatographierkasten gehiingt.
Wird nédmlich eine grossere Extraktmenge ganz eingetrocknet, dann bildet sie eine
kompakte und mit den Papierfasern verklebte Masse, die dann von der dariiber-
schreitenden Losungsmittelfront nicht gleich mitgenommen wird. So ergeben s1ch
Schwiinze, Uberlappungen und verringerte Rp-Werte.

Als Losungsmittel wurde vor allem das Gemisch verwendet, das von Ranson?
(S. 556) fiir die Trennung von Citronensiiure und Isocitronensiure vorgeschlagen
wurde: n-Propanol -+ konz. Ammoniak 6:4. Zuniichst wurden die Angaben von
RansoN nachgepriift und voll bestitigt. Das Gemisch lieferte dann auch mit vielen

* Es ist iibrigens auch bei einer nur auf die organischen Siuren genchteten Analyse empfehlens—
wert, vor dem Passieren der Anionenaustauschersiule (S. 498, Punkt 3 ff.) in der hier (Punkt 1)

* beschriebenen Weise die Kationen zu entfernen. Wenn nidmlich der Extrakt gréssere Mengen von

Ca und Mg enthilt und durch einen Anionenaustauscher in Carbonatform geschickt wird, dann wird
die Losung in der Sidule alkalisch und es besteht die Gefahr, dass Ca- bzw. Mg-Salze organischer
S&uren in unléslicher Form abgelagert und der nachtriglichen Elution entzogen werden. Ausser-
dem kann sich in diesem Falle CaCO4 und MgCO, in der Siule ansammeln.
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anderen Sduren so gute Trennungen und so schone, gerundete I'lecken, dass es bei
der weiteren Arbeit in erster Linie eingesetzt wurde. Fiir Substanzen, die im alka-
lischen Bereich autoxydabel sind (z.B. Phenolverbindungen), ist das alkalische
Lésungsmittel natiirlich nicht verwendbar. Beziiglich der Trennung dieser Ver-
bindungen se1 auf LINSKENS!3 verwiesen. Die Rp-Werte einiger Sduren liegen im
Propanol-Ammoniak-Gemisch einander so nahe, dass eine Trennung kaum méglich er-
scheint (z.B. Weinsidure und Isocitronensiure). Besteht der Verdacht, dass zwei
solche Sduren nebeneinander vorliegen, dann wird man Parallelversuche mit einem
anderen, etwa einem .sauren Ldsungsmittel durchfiihren oder zweidimensional ar-
beiten. Ausserdem sei auf die Mdoglichkeit hingewiesen, den Trenneffekt durch Anlage
eines Durchlaufchromatogrammes zu verstidrken (vgl. LINSKENS?8, S, 13). In diesem
Falle ist es glinstig, eine gefirbte Markiersubstanz zur Verfiigung zu haben, deren
Vorriicken auf dem Papier verfolgt werden kann. Als solche hat sich fiir das Propanol-
Ammoniak-Gemisch das Phenolrot (Rr 0.67) gut bewédhrt. Da die Rp-Werte der ge-
priiften Sduren sdmtlich unter diesemm Wert liegen, so kann man unbesorgt warten,
bis das Phenolrot am unteren Rande des Papiers angelangt ist. Der Trenneffekt

TABELLE 1
Rp-WERTE EINIGER SAUREN FUR DAS LOSUNGSMITTEL #2-PROPANOL/AMMONIAK 6:4 (Vv/V)
Papier: Schleicher & Schiill (Selecta) 2043 b. Temperatur: 18-23°, Absteigende Methode.

Sdure : Einzelwerte (vgl. Text)
cis-Aconitsiure 0.23 0.20 0.I9
trans-Aconitsidure 0.17
Apfelsdure 0.3 ©0.31 0.315 0.28 0.305
Ascorbinsdure 0.39 (+ schwacher Fleck o.20. Dechydro-AS.?)
- Bernsteinsiure 0.35 0.355 0.345 0.31
Chinasiure 0.40 0.39 0.42
Chlorid 0.54
Citronensiure - 0.19 o0.20 0.18 o0.125 0.I5 0.16 0.17
Fumarsiure 0.39 0.3I5 0.34
Ferulasdure 0.4I 0.46 0.44 O©O.44
‘Galacturonsiure Schwanz o.21 bis 0.31
Gluconsdurelacton 0.32
‘Glycerinsdure 0.45 0.495 0.47 0.4 0.4635 0.47
Glykolsdure 0.5I 0.47
Glyoxylsédure Schwanz o.z20 bis 0.35
Isocitronensidurelacton—NH;-Ver- 0.24 0.20 0.20 0.24 0.23 0.27 0.235 0.255
bindung, hergestellt nach RANsON
Itaconsiure 0.37
Ketoglutarsiure 0.31I
Malonsiure 0.27
- Mesoxalsdure 0.17
Mevalonséiurelacton 0.62
Milchsiure ‘0.54 0.56 0.55
Nitrat 0.60
Oxalsiure Schwanz o.09 bis 0.23
Shikimisiure ' 0.33
. Tartronsdure _ 0.28 0.25
Tricarballylsiure ’ 0.I5
Weinsiure = . " ' _ 0.27 0,25 0.24 - 0.245 0.25 0.22

{D-Weinséure, L-Weinsiure und meso-Weinsdure verhielten sich gleich)

J. Chromatog., 7 (1962) 493~506



ANALYSE VON PFLANZLICHEN ZELLSAFT-STOFFEN 503

wird so um 50 9% verbessert. Die Tabelle I bringt die Rp-Werte fiir eine Reihe von
- Sduren bei Verwendung des zumeist angewandten alkalischen Losungsmittels. Die
Tabelle enthilt keine Durchschnittswerte, sondern die bei den einzelnen Versuchen
tatséchlich erhaltenen Werte, sodass die auftretende Streuung ersehen werden kann.
Letztere ist fiir manche Sduren verhiltnismissig gross. Es kénnte sein, dass bei dem
pH-Wert des Losungsmittels bestimmte Sduren gerade im Ubergangsbereich von
einer Dissoziationsstufe zur anderen vorliegen und deshalb gegen minimale Verinde-
rungen in der Zusammensetzung des Ldésungsmittels besonders empfindlich sind.
Die Tabellen II und III geben die beobachteten Rp-Werte einiger Sduren in sauren

Gemischen wieder.
TABELLE 1I

Rp~WERTE EINIGER SAUREN FUR DAS LOSUNGSMITTEL:
CHLOROFORM—95 % ALKOHOL—-AMEISENSAURB (50:50:2, v/v]V)

Papier: Schleicher & Schiill (Selecta) 2043 b. Temperatur 18—43 Aufsteigende Methode.

Sdure Einzelwerte
Apfelsiure 0.47 0.445 0.40
Bernsteinsiure 0.71 0.76 0.72
Citronenséure 0.39 0.32
Chinasidure " 022 0.18 o0.17 o0.18
Fumarsiure 0.80 : ’
Galacturonsiure 0.05
Glykolsidure ' 0.56
Milchséure o.70. 0.80 0.74
Weinsdure 0.23

TABELLE III

Rp-WERTE EINIGER SAUREN FUR DAS LOSUNGSMITTEL
WASSERGESATTIGTES #-BUTANOL—-AMEISENSAURE (95:5, V/V)

Papier: Schleicher & Schiill 2043 b. Temperatur: 18-23°. Absteigende Methode.

Sdure Einzelwerte
Chlorogensiure. 0.68 o.57
Kaffeesiure 0.80 o0.74

DER NACHWEIS DER SAUREFLECKEN AUF DEM PAPIER

Zunichst sei festgestellt, dass die Flecken der Ammoniumsalze der Dicarbon- und
Oxycarbonsiuren nach mehrstiindigem Trocknen beim Bespriihen mit Indikatoren
als saure Flecken erscheinen (im Gegensatz zu den Ammoniumsalzen der Fettsduren,
die nach Literaturangaben — vgl. SCHWEPPE? — alkalisch reagieren). Die Hydrolyse
ist'also unter diesen Bedingungen ziemlich weitgehend. Unter den Nachweis-Reagen-
zien sind -diejenigen vorzuziehen, die dunkle Flecken auf hellem’ Grunde liefern.
Im umgekehrten Falle kann es ndmlich: gelegentlich zu Zweifeln dariiber kommen,
ob eine hellere Stelle am bespriihten Chromatogramm auf ungleichmissige Be-
sprithung zuriickgeht oder einen schwachen Fleck reprisentiert. Dieser Umstand
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belastet leider u.a. die Verfahren, die mit AgNOj arbeiten, obwohl sie im optimalen
Fall eine viel h6here Empfindlichkeit besitzen als die Indikatormethoden (vgl.
LOrrFLER UND REICHLY?). Beachtenswert ist das Glucose-Anilin-Verfahren von
ScHWEPPE? (S. 120), das dunkle Flecken auf hellem Grunde gibt. Seine Anwendung ist
jedoch wegen der giftigen Anilin-Dimpfe wohl nur bei sehr gute1 Abzugsmoghchkelt
wihrend des Bespriihens ratsam.

Die vielfach verwendeten Farb-Indikatoren haben den Vorte1l dass das Ergebnis
schon wihrend des Sprithens sichtbar wird und eventuelle Unregelmissigkeiten sofort
korrigiert werden kénnen. Unter den gebrduchlichen Indikatoren liefert nur das
Methylrot dunkle (rote) Sdureflecken auf hellem (gelbem) Grunde. Einige orientic-
rende eigene Versuche mit diesem Indikator wurden jedoch stark durch eine Kom-
plikation behindert, mit der andere Autoren offenbar weniger zu kdmpfen hatten:
Beim Bespriihen mit einer Methylrot-Lésung, die durch Zusatz von etwas NaOH auf
den alkalischen Farbton (gelb) gebracht worden war, zeigte das Papler wohl zundchst
gelbe Farbe, diese schlug jedoch schon nach wenigen Sekunden mehr und mehr
nach Rot um. Die Sidureflecken waren daher nur wenige Sekunden lang sichtbar,
dann verschwanden sie im Untergrund. Ahnlich verhielten sich Bromkresolgriin und
Phenolrot. Nur das Bromphenolblau behielt auch auf dem Papier die alkalische
Farbe (blau) bei und die S4dureflecken erschienen gelb. Ein Vergleich der Umschlagsbe-
reiche der erwdhnten Indikatoren zeigt, dass die erstgenannten drei Farbstoffe ihre
Halbwertsstufen iiber pH 4 haben (Methylrot 4.88, Bromkresolgriin 4.67, Phenolrot
7.74). Bromphenolblau hingegen hat seine Halbwertsstufe bei pH 3.67. Das Papier
scheint also irgendwelche sauren Substanzen zu enthalten. Da andere Autoren (z.B.
BryaNT UND OVERELLYY) mit Bromkresolgriin gute Ergebnisse erzielt haben, erhebt
sich die Frage, inwieweit der “pH-Wert’’ des Papiers von der Papiersorte, vom ver-
wendeten Losungsmittel oder anderen Faktoren abhingt. Man kénnte z.B. an einen
Gehalt des Papiers an Oxycellulose (Carboxylgruppen!) denken bzw. an deren Neu-
bildung bei lidngerer Beriihrung mit alkalischem Ldsungsmittel und Luftsauerstoff.
Vielleicht spielt in diesem Zusammenhang auch die Kohlensdure der Luft eine gewisse
Rolle. Der ganze Flagenkornple:\ ist indessen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht untersucht worden.

Von den einfachen Indikatoren ist nach dem oben Ausgefiihrten das Bromphenol-
blau am effektvollsten. Leider gibt es helle (gelbe) Séureflecken auf dunklem (blauem)
Grunde. Ich folgte daher einem Vorschlag von KUNITAKE, STITT UND SALTMAN!® und
verwendete ein Gemisch von Bromphenolblau und Methylrot. Dadurch unterscheiden
sich die Sdureflecken im Farbton so stark vom Untergrund, dass eine Verwechslung
mit  Stellen - ungleichmissiger Besprithung nicht mehr moglich ist. Die genannten
Autoren empfehlen 3 g Bromphenolblau und 1 g Methylrot, in 1 1 g5 % Alkohol ge-
16st.-Der letztere Farbstoff gibt, wie erwihnt, rote Sidureflecken auf gelbem Grunde,
der sehr bald rot wird. Nach Bespriihen mit dem Gemisch erscheinen daher zunichst
rote Flecken auf blaugriinem Grunde, spiter rotliche Flecken auf violettem Grunde.
Man darf keinesfalls das oben angegebene Verhiltnis zugunsten des Methylrot éndern.
Hat man ndmlich zu viel Methylrot genommen, dann erscheint der ganze Papier-
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bogen schliesslich mehr oder weniger intensiv violett mit ungeniigend differenzierten
Sadureflecken, _

Das Spriihreagens muss vor jeder Bentitzung durch Zusatz von einigen Tropfen
N NaOH auf den richtigen pH-Wert eingestellt werden. Es ist am besten, auf ein
Probeblatt oder auf eine leere Randstelle des Chromatogramms den Indikator ver-
suchsweise aufzuspriihen. VVenn die Umfédrbung des Untergrundes von blaugriin
nach violett zu rasch erfolgt, muss weitere NaOH zugesetzt werden, bis der blaugriine
Ton einige Minuten lang erhalten bleibt. Unter diesen Umstdnden erscheinen die
Sdureflecken rot auf blaugriinem Untergrund und sind so lange bestindig, dass sie
bequem markiert werden kénnen. Eine Markierung durch Umranden mit Bleistift
ist jedenfalls empfehlenswert, weil die Schiirfe der Flecken mit der Zeit nachlisst.
Es sei aber darauf hingewiesen, dass bei einer anderen Papiersorte diese Operatlonen
moghcherwelse modifiziert werden miissen. | ‘

Als Siureflecken erscheinen so nicht nur die reinen Carbonséiuren (sowie evtl. vor-
handene anorganische Sduren), sondern auch manche Aminosduren (Asparaginsiure,
Glutaminsédure) sowie Phosphorsidure-Ester von Zuckern u.dgl. Erstere kénnen nach
bekannten Methoden (vgl. DORFELY), an Parallel-Chromatogrammen nachgewiesen
werden, letztere mit der Molybdat-Methode von HANEsS UND ISHERWOOD??, beschrie-
ben bei STANGE?! (S. 104) sowie bei Ranson? (S. 533), bzw. mittels der Modifikation
von BANDURSKI UND AXELROD?? (beschrieben ebenda). Die Molybdat-Methode liefert
jedoch nach eigenen Erfahrungen nur dann befriedigende Resultate, wenn ein Kunst-
griff angewandt wird, der zwar in der Originalarbeit von BANDURSKI UND AXELROD,
nicht aber in den zusammenfassenden Darstellungen erwihnt wird: Die blaue Farbe,
die auch der Untergrund annimmt, verschwindet bei Behandlung mit NH 3-Dampfen
und man erhélt blaue I‘leclxen auf farblosem Grunde. - '

ZUSAMMENFASSUNG

I. Es wird eine Methode zur Gewinnung von Pflanzenextrakten beschrieben, die
darauf ausgerichtet ist, dass einerseits alle im Zellsaft geldsten Stoffe erfasst werden,
anderseits eine Durchfiihrung wihrend einer Exkursion unabhingig vom Labora-
torium moglich ist. '

2. Es werden Arbeitsvorschriften zur Abtrennung einer Sdurefraktion aus dem
Extrakt mit Hilfe von Ionenaustauschern sowie zu einer Reinigung dieser Fraktion
von stérenden Substanzen, wie Phenolderivaten und Oxalsiure, angegeben. Ferner
wird auf die Méglichkeit hingewiesen, mit Hilfe von Ionenaustauschern einen Pflan-
zenextrakt in eine Fraktion der Kationen, eine Fralxtmn der Sauren und eine Fraktion
der Nichtelektrolyte aufzutrennen. : - '

3. Es werden die Rp-Werte einer Anzahl von Sauren hauptsachhch fur ein
Propanol-Ammoniak-Gemisch als Lésungsmittel, mitgeteilt.

4. Als befriedigendste Methode fiir den Nachweis von Sduren auf dem Papier
hat sich die Verwendung eines Misch-Indikators aus Bromphenolblau und Methylrot

erwiesen,
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SUMMARY

1. A method is described for the preparation of plant extracts so that while the
extracts contain all substances dissolved in the cell sap, it is also suitable for field
work and is thus independent of laboratory facilities. :

'lechmques are described for the separation of an a01d fraction from the ex-
tr act by means of ion exchangers, and for the purification of the fraction thus ob-
tained from interfering substances, such as phenol derivatives and oxalic acid. The
possibility of separatmg the plant extract by means of i ion exchangers into a cationic,
an acid and a non-electrolyte fraction is also indicated.

3. The Rp values of a number of acids are reported obtained ch1eﬂy with a propa-
nol—ammoma mixture as solvent _

4. The detection of acids on paper chromatograms was found to be most satis-
factory when a mixture of bromophenol blue and methyl red was used as indicator.
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