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CHROhlATOGRAPHISCHE ANWENDUNG DES POLY~THYLENGLYKOL- 

DIMETHACRYLAT-GELS MElICI<OGEL’= PGM zooo UNTER NORMAL- UND 

HOCHDRUCK 

SUbIJIARS 

Merckogel@ PGM 2000 is a gel derived from polyethylene glycol dimethacrylates, 
which is suitable for gel permeation chromatography in aqueous and non-aqueous 
systems. Because of its high mechanical stability it can be used also for high-speed 
liquid chromatography under increased pressure. In this work cliromatographic 
separations of polyethylene glycols, beers, and proteins are described, which have 
been carried out under different conditions. 

EINLEITUNG 

Weit verbreitet sind hydrophile Gele fiir die Gelchromatographie, die durch 
Vernetzung von Dextranen* oder Acrylamid* * hergestellt werden. Da diese Gele in 
gequollenem Zustand von weicher Konsistenz sind und sic11 daher leicht komprimieren 
lassen, ist man gezwungen, die s~ulencl~romatograpl~ischen Trennungen unter einem 
nieclrigen hydrostatischen Druck durchzuftihren. Soxnit ist bei kleiner Durchfluss- 
gesclnvindigkeit einc lange Analysenclauer nijtig. Ein weiterer Nachteil besteht darin, 
dass die Dextran-Gele von Mikroorganismen zersetzt werden kijnnen. 

Von HEITZ und Mitarbeiternlg 2 wurden Gele mit holler rnechanischer Stabilitgt 
entwickelt, die nach dem Prinzip einer heterogen-vernetzenden Polymerisation her- 
gestellt werden, Dabei wird ein in Wasser durch Riihren dispergiertes Gemisch von 
I?oly~tl~ylenglykol- und ~thylenglykol-dimethacrylat in Gegenwart eines Initiators 
und einer Inertkomponente copolymerisiert. Das in Perlform anfallendc Poly~thylcn- 
glykolclimetlxxrylat-Gel quillt sowohl in Wasser als such in organischen Lijsungs- 
rnitteln. Die chromatographiscl~en Eigenschaften eines derartigen Gels mit dem Aus- 
schlussmolekulargewicllt 2500, das unter der Bezeichnung Merckogel@ PGM 2000 
demn%chst im Handel ist* * *, sollen im folgenden beschrieben werden. 

l Scphdcs dcr Firma Pharmacia, Uppsala, Schwcclcn. 
l * Biogcl clcr Firma Bio-lid-Laboratories, 8 Mt\nchcn 13, l3.R.D. 

* l * 12. Mcrclc, Darmstaclt ; Patcntc inI l’n- uncl :\uslnncl angenwlclet. 
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BSPERIMENTELLES 

Fur s&.&zncln-omatograpllische Trennungen an Merckogel@ PGM 2000 unter 
Normaldruck, cl.h. unter dem hydrostatischen Druck des sich oberbalb der S&ule be- 
findlichen Fliessmittelreservoirs, wurden Glassaulen VOII I m Lange uncl 1.4 cm I.D. 
benutzt. Lediglich die Abtrennung der Glucose-Oxydase wurde in einer GlassZule mit 
2.5 cm Durchmesser durchgefiihrt. Beim Fiillen der Saulen sedimentierte das iiber 
Nacht im Fliessmittel ausgequoilene Gel im Laufe von cn. 3 11 unter Vibrieren und 
gleichzeitigem Drehen der S&Ae 8. Trennungen mit nur etwas geringerer Auflijsung 
wurclen erhalten, wenn die Saule durch einfaches Sedimentieren gefiillt wurde. Die 
Substanzgemische wurden mit einer Pipette vorsichtig aufgetragen. Die Detektion 
erfolgte entweder differentialrefraktometrisch mit dem LDC 1103* oder spektral- 
photometrisch bei 280 nm mit dem LDC 1205*. Die DurcI~laufgescl~wincligl~eiten, in 
den meisten Fallen cn. 5 ml/h, sind aus den Figuren ersichtlich. 

Trennungen unter erliiihtem Druck wurden in dem Universal-Fltissigkeits- 
Chromatographen UFC Iooo* durchgeftihrt. In einer Druckapparatur wurde eine 
durch einen Magnetriihrer in \Vasser aufgewirbelte AufschIZ.mmung des Gels (nach 

Nass-siebung 100-125 p) in eine Stahlsaule (50 cm x 4 mm) bei einer Durchlaufge- 
schwindigkeit von SO-I TO ml/h iiberfiihrt 4. Der Druck stieg bei dieser I.?iiIln~etl~ocle im 
Laufe einer Stunde auf 40-50 atm. Stir die anschliessenclen Trennungen wurclen zwei 
derartig gefiillte Saulen tiber ein Kappilarrohr miteinancler verbunden. Die Injektion 
der Substanzproben (2.5 ,A bei den ~thylenosiden, 5 ,A bei den Bieren) erfolgte mit 
Hilfe einer Hochdruck-Hamilton-Spritze tiber ein Schleusensystem bei laufendem 
Gerat. Die Detektoren waren die gleichen wie bei den Trennungen unter Normal- 
druck. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Das trockene Merckogel @ PGM 2000 stellt ein farbloses Perlpolymerisat clar, 
das auf Grund seiner Polyatherstruktur in Liisungsmitteln unterschiedlichster Polari- 
tat zu quellen vermag. In Tabelle I, sind die spezifiscllen Gelbettvolumina li‘~ zusam- 
men mit den Dielektrizitatslconstanten fur einige typische Fliessmittel angegeben. 

iMerckogel@ PGiM 2000 ist in allen gebrauchlichen Lijsungsmitteln best&nclig, 
wird von verdiinnten S&uren ocler Laugen nicht verseift und ist resistent gegentiber 
illikroorganismen. 

‘Hin entscheidender Vorteil des Merckogel @ PGM 2000 besteht clarin, dass es 
such hohen Drucken standhslt und damit als Trager fur die schnelle I!IocI~clrucI;- 
l?ltissigkeitschromatographie geeignet ist. Nach Ausquellen des Gels in Wasser uncl 
nasser Aussiebung der Kornfraktion 100-125 ,u wurcle in einer Saule I 111 x 4 mm die 
Abhangigkeit zwischen Druck und Durchflussrate bestimmt. Aus Tabelle II ist er- 
sichtlich, dass ab 40 atm die Durchflussgeschwindigkeit nicht mehr ansteigt; Das 
Gel wird also von diesem Druck ab komprimiert und eine optimale Probenaufnahme 
ist nicht mehr m8glich. Wir haben daher unsere Untersuchungen bevorzugt lyei IO atm 
~clurcligefiihrt. 

* Firma Hupc & 13usch, GrBtzingen KKarlsruhc), I3.lX.D. 
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Benz01 2.2s 0.5 _ .I 
Toluol 2.38 7.5 
Chlorotornl .I..Sr G 
‘J:ctrahyclrofllran 7.55 G.S 
M.etl~anol 3.3.62 4. e.3 
Dimcthylfortn~~lnicl 36-7 4 -3 
w;tsser <SO._37 -I ..j 

Dvrrck (ahl) 

5 IO 20 30 40 so I.55 

Durcl~tlussgesclrwintligkcit 
(rnl/ll) 15.0 34.0 72,s gG.0 IOS.0 roS.0 IOS.0 

(llll/ll/c1ll~) 1x9 270 $30 713 85S 85s S5S 

~~1’BIIIl.‘lI1I~C?t vo?t Pol~~iitlt~‘lC~~~l~~l~ol~~~ 
Poly~tl~ylenglyl~ole l&-men an Merckogel@ PGM 2000 sowol~l niit Tetrahydro- 

furan als aucli nlit Wasser als Fliessinittel getrennt werden. Nacli Fig. I ist die Be- 
ziehung awischen log M und Ve fiir Wasser linear, w~l~rencl sie fiir Tetrahydrofuran 
einen nicht linearen Verlauf annixnmt. In beiden Fliessmitteln lie@ das Ausscl~luss- 
moleliulargewiclit bei ettva 2500. 

M4 

2- 

1. 
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Fig. 1. Die Ehiziehung zwisclicn log 114 uncl t/l? bci Poly~tl~ylen~lylcolcil in \Vasscr (0) bzw. Tctra- 
hyclrofuran (A). Stiulcn, IOO x 1~4 ~111. 
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Ein Gemisch aus Athylenglykolen mit den deklarierten ~Molekulargewich ten 
IOOOO (I), 600 (II), 200 (III) und 62 (IV) wurde an Mercltogel@ PGM 2000 mit Wasser 
als Fliessmittel unter verschiedenen apparstiven Bedingungen aufgetrennt. In einer 
herkiimmlichen Sgule (I m x 1.4 cm) unter Normaldruck und bei einer Durchlaufge- 
schwindigkeit von 8 ml/h trennten sich die vier Substanzen im Laufe von 12& h gut 
auf (Fig. 2a). In einer I m langen Stahl.s&ule mit 4 mm Innendurchmesser liess sich das 
Gemisch bei IO atm Druck (34 ml/h) innerhalb von 20 min trennen (Fig. 2b) und bei 
15 atm (50 ml/h) noch hinreichend gut in 13 min (Fig. 2~). Aus den Abbildungen ist 
ersichtlich, dass man mit zunehmender Analysengeschwindigkeit eine geringere Auf- 
lijsung in Kauf nehmen muss. 
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Fig. 2. Trennung von iithylenglykolen an Mercliogel @ PGM aooo. l~liessmittcl, Wssscr. (a) SBulc 
IOO x 1.4 cm: Normalclruck. (b) SBule IOO cm x .+ mm; IO atm Druck. (c) SLulc IOO cm ,Y 4 mm; 

15 aem Druck. 

Nach Auswertung der Trennungen ergab sich, dass die lineare Beziehung 
ztiischen log iU und VE bei allen Durchlaufgeschwindigkeiten gewahrt blieb. Dieses 
stimmt mit an Polystyrol-Gelen gewonnenen Ergebnissen iiberei+. 

Charakterisierzcng versclaiedener Bier*e 
In der Lebensmittelchemie besteht das Bediirfnis nach einer einfachen und 

schnellen Charakterisierung von Nahrungsmitteln. Es war zu erwarten, dass sich die 
Bestandteile des Bieres wenigstens teilweise an Merckogelm PGM 2000 mit Wasser als 
Fliessmittel wiirden auftrennen lassen. In Fig. 3 sind die chromatographischen Auf- 
trennungen von Export-, Malz- und DiZtbier einander gegentibergestellt. Die linken 
drei Chromatogramme sind das Ergebnis von Trennungen in der NormalsZ.ule (IOO x 

1.4 cm) wobei jeweils 0.5 ml entgastes Bier aufgegeben wurden. Die in der Mitte und 
rechts abgebildeten Diagramme entstanden bei der Chromatographie unter einem 
Druck von IO atm in einer S%ule von I m x 4 mm. Injiziert wurden jeweils 5 ,uI Bier, 
die Detektion erfolgte sowol~l differentialrefraktometrisch als such absorptionsphoto- 
metrisch bei 280 nm Der Vergleich der Fig. 3a-3b, 3d-3e und 3g-311 zeigt wieder, dass 
mit steigender Analysengeschwindigkeit eine Abnahme der Trennschgrfe einhergeht. 
Aus den l?ia &. 3c, 3f und 3i geht hervor, dass die absorptionsphotometrische Analyse 
wesentlich differenziertere Aussagen gibt als die differentialrefraktometrische. Der 
zuerst auftretende Peak, der die von dem Gel ausgeschlossenen Substanzen enth5lt, 
erlaubt eine quantitative Aussage iiber den Gehalt an hochmolekulareh Substanzen in 
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Fig. 3. Chronmtographische Auftrcnnunfi vcrschicclcner 13icrc an &Icrc$o@@ PC;&1 zooo (Er- 
l%utcrung im Text). 

der entsprechenden Probe, Wenn such keine der getrennten Substanzen isoliert und 
aufgeklgrt wtirde, so ist als Ergebnis doch festzuhalten, dass an Merckogelm PGM zooo 
mit Hilfe der schnellen IXissigkeitschromatographie auf einfache Weise ein charak- 
teristischer “fingerprint” von Bieren erhalten werden kann. 

Fig. 4. Abtrcnnung van Glucose-Oxiclnsc (CLOD) aus cincm Kulturtiltrnt. SYulc, 72.5 x 2.5 cm. 
(_ I _ --) U/ml; (- ) fi2LNJ ntn+ 
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50 ml eines Glucose-Osidase (GOD) enthaltenden Kulturfiltrats wurden auf 
eine mit Merckogel @ PGM 2000 gefiillte S5ule (72.5 x 2.5 cm) gegeben. Als Fliess- 
mittel diente ein mit I N SalzsZure eingestellter 0.05 n/r Trispuffer von pI_I 6.5 in I M 

Natriumchlorid-Lijsung. Neben der UV-Absorption wurde die Enzymaktivit5t im 
Eluat bestimmt. Nach Fig. 4 konnte das Enzym von fast allen Begleitstoffen befreit 
in reiner Form isoliert werden. In einer anderen Untersuchung liess sic11 mit I 7; 

Essigshre als Fliessmittel ein Gemisch aus Ribonuclease (V), 13acitracin (VI) und 
Tyrosin (VII) auftrennen (Fig. 5). Es ist zu erwarten, class sic11 Merckogel@ PGM 2000 

besonders bei Enzymabtrennungen im grossen Masstab bew%hren wird, weil es 
druckstabil und resistent gegeniiber Mikroorganismen ist. 
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ITip. 5. Auftrcnnung von I<ibonuclcasc (V), Uacitracin (CI) und ‘J.‘yrosin (VII). Stiulc, TOO x 1.4 cm; 
Fhcssn~ittcl, I o/o Essigshre. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Merckogelm PGM 2000 ist ein aus l?oly~tl~ylenglykoldin~etl~acrylaten herge- 
atelltes Gel, das sic11 zur Gelchromatographie in w%srigenund nichtw&srigen Systemen 
eignet. Wegen seiner hohen mechanischen Stabilit8.t lhst es sic11 such fiir die schnelle 
Fliissigkeitschromatographie unter erhBhtem Druck einsetzen. In dieser Arbeit sind 
unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrte chromatographische Trennungen 
von Poly&tl~ylenglykolen, Bieren und Proteinen beschrieben. 
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