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CHROM. 6028

ZUM PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN VERHALTEN
VON HOMOLOGEN LINEARPOLYMEREN

DIE ISOMALTOSE-, MALTOSE-, UND CELLOBIOSE-REIHE UND
IHRE 1-(m-SUBSTITUIERTEN PHENYL)-FLAVAZOLRE

B. TEICHMANN

Tnstitut fiir Krebsforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften s Berlin, Lindenbergey
Weg 8o, Berlin-Buch rrrs (D.D.R.)

(Eingegangen am 8. November 1971 geiinderte Fassung am 6, Mirz 1972)

SUMMARY

Paper chiromatographic behaviour of homologous linear polymers. The isomaltodextrin,
maliodextrin, and cellodextrin sevies and theiv r-(m-substituted phenvl)-flavazoles

The Ry values of saccharides of the isomaltodextrin series («-I,6-binding),
maltodextrin series (e-I,4-binding), and cellodextrin series (f-1,4-binding), and the
corresponding 1-(m-nitrophenyl)-flavazole-, 1-(m-aminophenyl)-flavazole-, and 1-(s:-
hydroxyphenyl)-flavazole derivatives were estimated under various conditions. It can
be seen from the figures, that in all cases the Ry values calculated from these data
show a linear dependence upon the degree of polymerization of the saccharides, or
of the sugar residues of flavazole derivatives, respectively. The individual and average

ARpr values for the glucose units of each saccharide series and flavazole derivative
series were estimated.

EINLEITUNG

Fiir den Prozess der Verteilung einer Substanz zwischen zwei Phasen ist be-
kanntlich nach MARTIN! das chemische Potential Au in erster Anndherung gleich
der Summe der Potentialdifferenzen der verschiedenen Gruppen in einem Molekiil.
Unterscheidet sich ein Molekiil B von einem Molekiil A nur insoweit, als es zusiitzlich
eine bestimmte Gruppe C triigt, wird der Verteilungskoeffizient um einen bestimmten
Faktor duc verdndert, der von der Grosse C und den angewandten Phasen, nicht
aber vom Molekiilrest abhingig ist. Dies ermoglicht die Berechnung z.B. von Ver-
teilungskoeffizienten von oligomeren Molekiilen, wenn die Verteilungskoeffizienten
der Monomeren bekannt sind!—4, .

Aus den von MARTIN! und BATE-SMITH UND WESTALLS aufgestellten Be-
zichungen ergibt sich andererseits direkte Proportionalitit der Grossen Adu und ARy
einer organischen Gruppe. Auf Grund dieser Betrachtungen miissten die Rp;-Werte
einer linearpolymeren homologen Reihe, die gegen die Anzahl gleichartiger Gruppen
(Polymerisationsgrad) aufgetragen werden, Punkte auf einer Graden darstellen’-®.
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I00 B. TEICHMANN

Aus immunchemischen Arbeiten, bei denen Modell-Immunogene bzw. -An-
tigene mit oligosaccharidspezifischen Determinanten eingesetzt wurden®.11, stand
eine grossere Anzahl von Zuckern, speziell der Isomaltose-, Maltose- und Cellobiose-
Reihe als Reprisentanten fiir Oligoglucoside mit «-1,6-, &-1,4-, und -1,4-Bindungen
zur Verfiigung. Ausserdem wurden fiir diese Arbeiten (a) x1-(m-Nitrophenyl)-, (b)
I-(m-Aminophenyl)-, und (c) 1-(mm-Hydroxyphenyl)-1H-pyrazolo-[3,4-b]-chinoxaline,
die im weiteren entsprechend OHLE UND MELKONIAN!? als Ilavazol-Derivate* be-
zeichnet werden, von Zuckern der Isomaltose-, Maltose- und Cellobiose-Reihe her-
gestellt.

R

HC - OR'

HC = OH

HC ~ OR"
R = —NO, (a); —NH, (b); —OH (c);
R’=R"” = H (Glucosc-Derivate);
R’ = H, R” = Glucose-, Isomaltose- ~Isomaltoundckaosc-Rest (Isomaltose-Reihe) ;
R’ = Glucose, Maltose- ~Maltoheptaose-Rest, R = H (Maltose-Reihe);
R’ = Glucose-, Cellobiose- ~Cellotetraose-Rest, R’ = H (Cellobiose-Reihe).

Damit war die Moglichkeit gegeben, an einer geniigend grossen Anzahl von
individuellen Zuckern bzw. Derivaten dieser Zucker als Glieder linearpolymerer
homologer Reihen Untersuchungen iiber ihr papierchromatographisches Verhalten
durchzufiihren. Besonders interessierte es, ob die lineare Abhingigkeit der Ry-Werte
vom Polymerisationsgrad sich i{iber einen relativ weiten Bereich (Polymerisations-
grade von 1-12) erstreckt und wie stark sich der Einfluss von Substituenten am
Flavazol-Geriist, der verschiedenen glucosidischen Bindungen, der Papiersorten, und
der Losungsmittel auf den Verlauf der Chromatographie bemerkbar macht,

MATERIAL UND METHODEN

Die Zucker der Isomaltosereihe (Glucose-Einheiten in «-1,6-Bindung) wurden
durch saure Partialhydrolyse von Dextran (Polyglucose mit ca. 96 9% «-1,6-Bin-
dungen, Knoll AG Chemische Fabrik, Ludwigshafen a.Rh., B.R.D.) nach TAvLOR
UND WHELAN?? modifiziert!* mit anschliessender Trennung der Oligosaccharide auf
einer Kohle-Celite-Sdule mittels Ameisensiure-Wasser-Gradienten erhalten.

Die Zucker vom Maltose-Typ (Glucose-Einheiten durch «-1,4-Bindungen mit-
einander verkniipft) wurden durch saure Partialhydrolyse von Amylose (Koch-Light
Laboratories Ltd., Colnbrook, England) nach WHELAN und Mitarbeitern® erhalten.
Die Trennung erfolgte nach FRENCH und Mitarbeitern!® auf einer mit Stearinsidure
(2.5 % in abs. Athanol, G/V) priparierten Kohle-Celite-Siule mit einem Butanol-
Wasser-Gradienten als Elutionsmittel.

* Der bessercn Ubersicht wegen werden die Flavazol-Derivate entsprechend dem Zucker,
von dem sie sich ableiten, benannt; z.B. wird ein Flavazol-Derivat, das durch Umsectzung von
Glucose erhalten wurde, als Glucose-Flavazol-Derivat bezeichnet und nicht als Derivat des
3-(p-Erythro-trihydroxypropyl)-flavazols1®, 18,

J. Chyomatogr., 70 (1972) 99—~108



PC VERHALTEN VON HOMOLOGEN LINEARPOLYMEREN 10X

Die Zucker der Cellobiose-Reihe (Glucose-Einheiten durch B-1,4-Bindungen
miteinander verbunden) wurden durch saure Partialhydrolyse von Cellulose (What-
man Cellulose Powder CF-11 bzw. Whatman Cellulose Ashless, H. Reeve Angel & Co.,
London, England) nach MILLER und Mitarbeitern!®!? erhalten und gleichfalls mittels
einer Stearinsiure-priparierten Kohle~Celite-S#ule unter Verwendung eines Athanol-
Wasser-Gradienten fraktioniert.

D-Glucose, Maltose und Cellobiose wurden von der IFluka AG Chemische IFabrik
Buchs, Schweiz, bezogen.

Die Zucker-1-(sn-Nitrophenyl)-flavazole wurden wie bereits frither beschrie-
ben!®:18 analog des von OHLE und Mitarbeitern!?-2? erstmalig angewandten Verfahrens
durch Umsetzung der Zucker mit o-Phenylendiamin und m-Nitrophenylhydrazin
gewonnen. Die entsprechenden 1-(m-Aminophenyl)-flavazole wurden durch kata-
Iytische Reduktion der Nitroverbindungen!®2t erhalten, und die 1-(sn-Hydroxyphe-
nyl)-flavazole durch schonendes Verkochen der diazotierten Aminoderivatel® 2,

Die Ldésungsmittel waren handelsiibliche Produkte fiir analytische Zwecke
(z.B. Pyridin vom VEB Teerdestillation und Chemische Fabrik Erkner, D.D.R.;
Butanol vom VEB Berlin-Chemie, Berlin-Adlershof, D.D.R.).

TABELLE L

Rp-WERTE VVON ZUCKERN DER ISOMALTOSE-, MALTOSE~ UND CELLOBIOSE-REIHE, ERMITTELT UNTER
VERWENDUNG VON Z\WEI PAPIERSORTEN UND ZWE! LOSUNGSMITTEL-GEMISCHEN

Papier: (I) und (III) Whatman 1; (II) und (IV) I'N7. Lésungsmittcl: (I) und (II) Butanol-
Pyridin—-Wasser (6:4:3); (ITI) und (IV) Butanol-Pyridin-Wasser (6:5:5).

Zucker 7 Ir iz Iv
Glucose 0.45 0.38 0.46 O.41
Isomaltosc 0.31 0.28 0.34 0.32
Isomaualtotriose o.18 0.17 0.2 0.22
Isomaltotctraose o.10 o.10 0.15 0.173
Isomaltopentaose 0.,05" 0.,057" o.10 0.122
Isomaltohexaose o.025" 0.033" 0.06" 0.09
Isomaltoheptaose 0.013% 0.019% 0.037" 0.06%
Isomaltooctaose 0,0006" o. 011" 0.025% 0.0.42%
Isomaltononaose 0, 009" 0.014% 0,03%
Isomaltodckaose 00,0080 0,020
Isomaltoundekaose 0.0140
Isomaltododekaose 0,0068
Maltose 0.27 0.25 0.31 0.30
Maltotriose o.17 0.15 0.20 0,20
Maltotetraosc 0.08 0,08 0.12 o.12
Maltopentaose 0.04" 0,045 0.07 0.08
Maltohexaose o.02" 0.025% 0.048 0,041
Maltoheptaose o.01h c.orrt 0.02" 0.025%
Maltooctaose 0.004% 0,0006% 0.011% 0.01%
Cellobiosc 0.26 0.23 0.27 0.27
Cellotriose 0.13 o.12 0.14 0.15
Cellotetraose 0.05% 0,06 0.07 0.08
Cellopentaose 0,025% 0,030 0.03% 0.045"

8 Diese Bestimmungen wurden auf Chromatographiepapier von der Rolle durchgefiihrt.
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Die Chromatographien wurden auf Papieren der Qualititen Whatman 3MM
und Whatman 1 (H. Reeve Angel & Co, London, England) mit den Abmessungen
46 % 57 cm bzw. FN 7 (VEB Spezialpapierfabrik, Niederschlag, Erzgebirge, D.D.R.)
der Grosse 58 X 60 cm bei 25 -~ 2° durchgefiihrt.

Rp-Werte £ 0.06 wurden in einer speziellen Apparatur auf Chromatographie-
papier von der Rolle ermittelt: Es wurden auf Chromatographiepapier-Streifen der
Abmessungen 9.5 X 160 cm jeweils ein Zucker und Isomaltotetraose als Kontroll-
Substanz absteigend chromatographiert, Das Chromatographie-Gefiss, ein senkrecht
ausgerichtetes 170-cm langes Glasrohr mit 10 cm I.D., stand in einem Gefiss, in dem
sich entsprechendes Laufmittel befand. Die Laufmittel-Wanne war iiber einen
Teflonschlauch mit einem Laufmittel-Vorratsgeféiss (Riihrer) verbunden, so dass durch
Heberwirkung das Niveau in der Wanne nahezu konstant gehalten wurde und ge-
niigend Zufluss gewiihrleistet war. Das Chromatographiepapier wurde durch am
untereren Ende angeheftetes Bleiband gestrafft.

Die Entwicklung der Chromatogramme der Zucker der drei Typen-Reihen
erfolgte mit alkalischem Silbernitrat-Reagenz nach TREVELYAN, PROCTER UND HAR-

TABELLE 11

Rp-WERTE DER ZUCKER-I-(/H-NITROPHENYL)-FLAVAZOLE, ZUCKER-I-(12-AMINOPHENYL)-FLAVAZOLE
UND ZUCKER-I-(#-HYDROXYPHENYL)-FLAVAZOLE ERMITTELT UNTER VERWENDUNG VON DREI
PAPIERSORTEN

Zucker-Flavazol-Derivate: (FI-NOy) = 1-(m-Nitrophenyl); (FI-NH,) = 1-(s-Aminophenyl); (Fl-
OH) == 1-(m-Hydroxyphenyl)-flavazol-Derivate. Lésungsmittelgemisch : Butanol-Pyridin-Wasser
(6:4:3). Papicr: (I) Whatman 3MM; (II), (IV) und (VI) Whatman 1; (III), (V) und (VII) INv,

Ausgangszuckey I7-NO, Fl-NHg Fl-oH

d I Jd1 1 v Vi Vil
Glucose 0.88 0.90 0.92 0.79 0.81 0.86 0.87
Isomaltose 0.78 0.83 0.85 0,69 0.72 0.76 0.78
Isomaltotriose 0,64 0.73 0.76 0.57 0.6o 0.62 0.04
Isomaltotetraose 0.45 0,60 0.03 0.43 0.46 0.47 0.48
Isomaltopentaose 0.31 0,44 0.48 0.33 0.35 0.31 0.33
Isomaltohexaose 0.18 0,30 0.33 0.20 0.23 0.19 0.21
Isomaltoheptaose 0.11 0.20 0.21 0.13 0.15 0.11 0.12
Isomaltooctaosc 0.12 0.13 | 0.08 0.09 0.06% 0,065%
Isomaltononaose 0,078 0.07% 0.05% 0.06% 0,038 0.0350
Isomaltodckaose 0.04% 0,040 0,028n 0.03% 0.017% 0.,0220
Maltose 0.84 0.86 0,70 0.73 0.78 0.79
Maltotriose 0.78 0.80 0.58 0.63 - 0.68 0.70
Maltotetraose 0.69 0.70 0.47 0.51 0.55 0.57
Maltopentaose 0.58 0.59 0.35 0.40 0.42 0.43
Maltohexaosc 0.46 Q.47 0.25 0.31 0.30 0.31
Maltoheptaose 0.35 0.35 0.17 0.22 0.20 0,22
Maltooctaose 0.25 0.25 0.12 0.15 0.13 0.14
Cellobiose 0.79 0.81 0.68 0.70 0.74 0.75
Cellotriose 0.64 0.66 0.53 0.56 0.55 0.56
Cellotetraose 0.43 0.45 0.38 0.41 0.36 0.38
Cellopentaose 0.25 0.206 0.25 0.28 0.22 0.23

4 Diesec Bestimmungen wurden auf Chromatographiepapier von der Rolle durchgefiihrt.
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RISON26, Die Chromatogramme der Zucker-Flavazol-Derivate brauchten nicht ent-

wickelt zu werden, da diese Verbindungen intensiv gelbgefirbt sind und ausserdem
im UV-Licht stark fluoreszieren.

DISKUSSION

Wie aus den Tabellen I und II hervorgeht, wurden die Rp-Werte nicht nur
vom Ldésungsmittel, sondern auch von der verwendeten Papiersorte abhingig ge-
funden. Dabei wurden, wenn auch nur geringfiigig, so doch eindeutig verschiedene
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Tig. 1. Rp-Werte von Zuckern der Isomaltose-Reihe, crhalten durch Berechnung aus den ex-
perimentell ermittelten Rp-Werten auf zwei Papiersorten mit zwei Ldsungsmittelgemischen,
(Siche Tabelle I). (I) Whatman 1; (II) FN 7; (I) und (II) Butanol-Pyridin—~Wassecr (6:4:3). (III)
Whatman 1; (IV) N 7; (III) und (IV) Butanol-Pyridin—-\Wasser (6:5:5).
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IFig. 2. Ry-Werte von Zuckern der Maltose-Reihe (analog Tig. 1).
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IFig. 3. Z'a;-Werte von Zuckern der Cellobiose-

Reihe (analog Fig, 1),
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Fig. 4. Ry-Werte von Zucker-1-(m-Nitrophenyl)-flavazol-Derivaten, erhalten durch Berechnung
aus den experimentell ermittelten Rp-Werten auf zwei Papiersorten mit Butanol-Pyridin—-Wasser
(6:4:3). (Siehe Tabelle ITI). Cellobiose-Reihe: @—@, Whatman 1; @---@, FN7. Isomaltose-
Reihe: 0—0, Whatman 1; 0---0, FN7. Maltose-Reihe: A—A, Whatman 1; A---A, FN7.
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Wanderungsgeschwindigkeiten gleicher Substanzen festgestellt, Auf Whatman 1-Pa-
pier wurden im Vergleich zu N 7-Papier fast durchweg héhere Wanderungsge-
schwindigkeiten der niederpolymeren Zucker und etwas geringere der hiherpoly-
meren Zucker aller drei Typen gefunden. Erwartungsgemiiss® waren die Wanderungs-
geschwindigkeiten der Zucker der Isomaltose-, Maltose- und Cellobiose-Reile bei
Verwendung des Gemisches Butanol-Pyridin-Wasser (6:5:5) grosser als bei dem
Verhiltnis der Komponenten von (6:4:3). Die Umwandlung der Zucker in 1-(m-
substituierte Phenyl)-flavazol-Derivate ist allgemein bei allen drei Reihen mit einer
erhohten Loslichkeit in der mobilen Phase und damit mit einem Anstieg der Rp-Werte
entsprechender Substanzen verbunden. Mit dem Ldsungsmittelgemisch Butanol-
Pyridin-Wasser (6:4:3), das hauptsédchlich fiir Trennungen im priiparativen Massstab
eingesetzt wurde, wurden innerhalb der drei Zuckertypen-Reihen aller Flavazol-
Derivate befriedigende Trennungen der einzelnen Glieder erzielt. Wie aus Tabelle 11
ersichtlich ist, besitzen jedoch einzelne Homologe der verschiedenen Reihen sehr
dhnliche oder gleiche Rp-Werte.

Nach BATE-SMITH UND WESTALL® wurden aus den cxperimentell ermittelten
Rp-Werten die Rjy-Werte berechnet. Die TFig. 1-6 lassen deutlich erkennen, dass
durch das Auftragen der Ry;-Werte gegen den Polymerisationsgrad der Glucose-
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Fig. 5. Ras-Werte von Zucker-1-(m-Aminophenyl)-flavazol-Derivaten (analog Fig. 4).
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Einheiten sowohl bei den Reihen der freien Zucker als auch bei den Reihen der 1-(m-
‘Nitrophenyl)-, 1-(m-Aminophenyl)- und 1-(m-Hydroxyphenyl)-flavazol-Derivate der
Zucker aller drei Grundtypen Punkte erhalten wurden, die nahezu alle auf Geraden
liegen und somit weitgehend der Forderung fiir homologe linearpolymere Reihen
geniigen. Abweichungen vom linearen Verhalten mit steigendem Polymerisationsgrad
oder Auseinanderziechen der Flecken wurden nicht beobachtet.

Ausgehend von Glucose bzw. vom jeweiligen Glucose-Flavazol-Derivat als
Basis wurde fiir jede der drei homologen Zucker-Reihen und die neun homologen
Reihen der IFlavazol-Derivate aus den individuellen Rj;-Werten die 2| Rj;-Werte pro
Glucoseeinheit berechnet und daraus die ARp;-Durchschnittswerte pro Glucoseeinheit
fiir die einzelnen Reihen ermittelt. Parallel dazu wurden die aus dem Verlauf der
Kurven (Rp-Werte gegen den Polymerisationsgrad der Zucker aufgetragen, Fig. 1--6)
erhaltenen, den individuellen AR-Werten entsprechenden Werte auf 4 Ry-Durch-
schnittswerte umgerechnet. Ein Vergleich der nach diesen beiden Verfahren erhal-
tenen ARjp-Werte (Tabelle ITII, Spalten a und b) fiir eine homologe Reihe lisst nur
relativ geringe Differenzen erkennen. Interessant sind die im Vergleich zu den Fla-
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Tig. 6. Ra-Werte von Zucker-1-(m-Hydroxyphenyl)-flavazol-Derivaten (analog T'ig. 4).
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TABELLLE III
DURCHSCHNITTLICHE 4 Ry WERTE PRO GLUCOSE-EINHEIT

Ermittelt: (a) aus dem Verlauf der Kurven, dic durch Auftragen der Ry-Werte gegen den Poly-
merisationsgrad der Zuckercinheiten erhalten wurden; (b) durch Differenzbildung aus den Ra-
Werten der individuellen Glicder der homologen Reihen. Die zugrunde gelegten 2p-Werte wurden
bestimmt auf den Papieren: (I), Whatman 3MM; (II) und (III), Whatman 1; (IV) und (V),
IFN7,; Losungsmittel: (I), (II) und (IV) Butanol-Pyridin-Wasser (6:4:3); (III) und (V), Butanol-
Pyridin—-Wasser (6:5:5). Abkiirzungen: FI-NO, = 1-(m-Nitrophenyl)-flavazol-Derivate; FI-NH, =
1-(m-Aminophenyl)-flavazol-Derivate; IF1-OH = 1-(m-Hydroxyphenyl)-flavazol-Derivate.

Substanzlklasse I 1rI 117 1 1

a b a b a b a b a b

Isomaltosereihe

Isomaltose 0.304 0.301 0.224 0,219 0.250 0,246 0.173 0.176
FI-NO, 0.305 0.306 0.258 0.255 0.2069 0,271
F1-NH, 0,235 0.235 0.230 0.230
F1-OH 0,282  0.283 0.279 0.279
Maltosereihe
Maltose 0.319 0.317 0.269g 0,269 0.278 0.281 0.238 o0.241
FI-NO, 0.210 0.209 0,200 0.210 0.220 0.219
FI-NH, 0.206 0,200 0.108 0,197
F1-01 0.230 0.230 0,230 0.230
Cellolobiosereilie
Cellobiose 0.383 0.373 0.346 0.349 0.323 0.324 0.200  0.290
FFI-NO,4 0.350 0.352 0.352 0.355 0.377 0.378
FI-NH, 0,261  0.263 0.259  0.200
FF1-OH 0.337 ©0.333 0.338  0.337

vazol-Derivaten relativ grossen 4Rp-Werte pro Glucoseeinheit der freien Zucker und
die Tatsache, dass jede Reihe der Flavazol-Derivate einen vom Durchschnitts-
ARp-Wert des entsprechenden Ausgangszuckers relativ stark abweichenden durch-
schnittlichen ARp;-Wert aufweist. Die individuellen und die durchschnittlichen
ARps-Werte pro Glucoseeinheit der Nitrophenyl-, Aminophenyl- und Hydroxyphenyl-
flavazol-Derivate zeigen vergleichsweise geringe Differenzen, speziell innerhalb den
von der Isomaltose und Maltose abgeleiteten Reihen.

Die unterschiedlichen Rp-Werte und dementsprechend die Ry-Werte und
ARp-Werte pro Glucoseeinheit der einzelnen Reihen sind primér auf die verschiedenen
Verkniipfungen der einzelnen Glucoseeinheiten zuriickzufiithren. Zwischen der Mal-
tose-Reihe und der Cellobiose-Reihe wurden die grossten Differenzen festgestellt,
wihrend die Unterschiede zwischen Maltose- und Isomaltose-Reihe nicht so gra-
vierend sind. Dies geht parallel zum immunologischen Verhalten (Kreuzreaktionen)
von Antigenen, die oligosaccharidspezifische Determinanten der drei Typen tragen?s,

ZUSAMMENFASSUNG

Von Zuckern der Isomaltose-Reihe (x-1,6-Bindungen), Maltose-Reihe (¢-1,4-
Bindungen), und der Cellobiose-Reihe (8-1,4-Bindungen) sowie deren 1-(m-Nitro-
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108 B. TEICHMANN

phenyl)-flavazol-, 1-(m-Aminophenyl)-flavazol-, und 1-(m-Hydroxyphenyl)-flavazol-
Derivaten wurden die Rp-Werte unter verschiedenen Bedingungen ermittelt. Wie
aus graphischen Darstellungen hervorgeht, zeigen die aus den Rp-Werten berechneten
Rp-Werte in allen Fillen eine lineare Abhingigkeit vom Polymerisationsgrad der
Zucker bzw. des Zuckerrestes bei den Flavazol-Derivaten. Die individuellen Werte
fiir 4 Rps pro Glucoseeinheit und die Durchschnittswerte fiir 4 Ras der einzelnen Zucker-
Reihen und homologen Reihen der Zucker-Flavazol-Derivate wurden bestimmt.
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