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CHROM. 6129 

BEEINFLUSSUNG DER TRENNUNG VON PURINEN UND PYRIMIDINEN 

AN SEPHADES G-16” 

Sephades adsorption chromatography can be used for separating pyrimidine and 
purine compounds. The separation is affected by a number of conditions. This paper 
describes the variation of temperature, ionic strenglh, pH, degree of crosslinking, 
concentration of qxopanol, dioxan and urea, and their influence on the adsorption 
bell aviour of compounds. 

The degree of adsorption decreases with increasing temperature. This relation- 
ship is valid for gel-solid interactions. The enthalpy values (AH”) for hypoxan’;hine 
and adenosine are -2.35 and - I .g2 kcal/mol, respectively, and suggest: the existence 
of hydrogen bonding between the compounds and& gel. For purine and pyrimidine 
compounds different mechanisms of separation exist as a result of different dU0 
values. For most: of the compounds examined the basic heterocyclic nitrogen atoms 
are the primary sites of adsorption. Therefore, hydrogen bonding between the un- 
shared pairs of electrons of the heterocyclic nitrogen atoms and the hydrosy group 
or the oxygen of the gel matrix is discussed. 

Diosan, +propanol and urea decrease the degree of adsorption, while an 
increase in ionic strength increases Lhe adsorption. Elution values of compounds 
correspond to their degree of dissociation. 

The adsorption chromatography of’ heterocyclic compounds on Sephadex gels 
is a useful technique for the separation of mixtures of compounds of synthetic or 
biological origin. A detailed paper on the chromatographic behaviour and chemical 
structure is publishedls. 

EINLEITUNG 

HWfig werden in 1etzt;er Zeit niedermolekulare Verbindungen geringer Mo- 
lekulargewicht sunterschiede an Sephadex G-IO getrennt, da sie zu “reversibler 
Adsorption” beftihigt sind (siehe ObersichL bei Lit. I). 

* Ftir Ablciirzungon sichc S. 148. 
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136 C. WASTERNACK, H. REINBOTHE 

Die “klassische” Gelfiltration ist ftir Ko = o bis .Kn = I definiert. Durclz 
Adsorption der zu trennenden Verbindungen an der Gelmatrix wird das Prinzip 
des Molektilsiebens tiberlagert, und die Ko-Werte liegen tiber I. Dadurch ist der 
cbromatographische Arbeitsbereich grijsser als bei der Filtration von Molektilen 
entsprecbend ihrer unterschiedlichen Grijsse, und die Elutionsposition einer Ver- 
bindung hj;ngt nicht allein vom Geltyp und der Molektilgriisse ab. Neben pheno- 
lischen Verbindungen sind besonders Nukleinsaurebausteine in betr&chtlichem 
Ausmass zur “reversiblen Adsorption” befahigt und wurden an Seplzadex G-IO 
und G-IS getrennt 2-s. Die Gelchromatographie stellt ftir diese Verbindungen bei 
sorgfaltiger Anwendung ein quantitatives Verfahren darG*7. 

In der vorliegenden Arbeit werden Versuche zum Einfluss der cbromato- 
graphischen Bedingungen auf das Ausmass der “reversiblen Adsorption” dargestellt. 
Neben dem Nachweis der Temperaturabh%ngigkeit der Trennung von Purin- und 
Pyrimidinverbindungen an Sephadex G-IO werden eine Anzahl adsorptionsbeein- 
flussender Faktoren vorgestellt. 

MATERIAL AND METHODI%N 

Pyd$ayation der Sefdaadex G-lo Siiacle~z 
Als Trennsaulen dienten Pharmacia-Chromatographierohre (0.9 x 30 cm 

bzw. 0.9 x 60 cm) sowie besonders zubereitete Glasrolne mit geringem Totvolumen 
und verschiedener Lange. Wenn erforderlich, wurden die Saulen mit einem Kllhl- 
mantel tempericrt. 

Als Trenngel benutzten wir Sephadex G-IO (normal, water regain 1.0 & 0.1 g/g; 

Partikelgrijsse 40-120 p). Dieses wurde entsprechend den Angaben der Literatur 
mit destilliertem Wasser eingequollen und luftblasenfrei in die Saule geftillt (Ar- 
beitsdrudk = Lange der S5ule). Die Gelbettoberfltiche wurde nach mehrsttindigem 
Absitzen mit 1-2 Scheiben eines Dederongewebes (PorengrBsse 40 PC) bedeckt, und 
die SBule wurde mit dem Elutionsmittel 0.01 M (NH,,),CO,, pH 9.0, bis zum drei- 
fachen Bettvolumen gewaschen. Bei der Messung der Temperaturabhgngigkeit 
crfolgte die Gelvorbereitung und %ulenftillung bei der zu untersuchenden Tem- 
peratur, Elutionsmittelvorrat und Saule wurden durch Wassermanteltemperierung 
(Abweichung im Gel =t 0.3”) bei einer konstanten Temperatur gehalten. 

Messinstywncnte 
Die Registrierung des Trennvorganges erfolgte im Durchflussphotometer 

Uvicord II (LKB) bei 254 nm. 
Als substanzspezifische chromatographische Grijsse galt die Elutionskonstante 

V,O, die den Quotienten aus der Differenz von Elutionsvolumen. der Verbindung r/*, 
minus Ausschlussvolumen V, und dem Ausschlussvolumen V,, darstellt. Die ungenaue 
Bestimmung des inneren Volumens Ir,, das fur den h8ufig benutzten I<D-Wert 

( KR 

ermittelt werden muss, wird dadurch umgangen. Die Beziehungen zwischen der 
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bekannten chromatographischen Griisse Xp, dem KD-Wert und dem Ir$-Wert .sind 
durch die Gleichungen 

bzw. 

v,o = + - 1 = 
v, - VI3 

F VO 
(2) 

gegeben. Der V,O-Wert ist von der Durchflussgeschwindigkeit unabhangig. Das 
Ausschlussvolumen Ir, wurde mit Dextranblau 2000 bestimmt, wahrend das innere 
Volumen vt, fur die Ermittlung von dG” und &So nach den Gleichungen 3 und 4 
erforderlich, mit Hilfe von Li-Ionen bestimmt wurde. 

Die Anwendung des Kn-Wertes ftihrt in Anbetracht des fehlenden Nachweises 
eincr gleichmjlssigen Raumerftillung von Vg durch grosse und kleine Molektile zu 
theoretisch bedingtenWidersprtichen O. Sie werden bei Verwendung des v’co-Wertes 
umgangen. Er liefert eine lineare Beziehung zu dem thermodynamisch begrtindeten 
Verteilungskoeff~zienten als Verh&ltnis der Konzentration eines Stoffes in stationsrer 
und mobiler Phase 

( > K $ =--- (Lit. 9). 
m 

Die symmetrische Gestalt der Elutionskurve galt als Ausdruck des Gleich- 
gewichtszustandes der chromatographischen Anordnung. 

Die Messung der Adsorptionsfahigkeit von. Sephadex G-IO erfolgte, abge- 
wandelt nach DETERMANN UND \VALTER~~, u.a. durch Rufnahme der Dialysegeschwin- 
digkeit einer Purin- oder Pyrimidinverbindung nach der in Fig. I dargestellten 

Pig, I’. Anordnung zur McsaunC: 
Text) l 

. 

clcr Dialysc&eschwincli&lccit: als Mass clcr Geladsorption (vgl. 
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Anordnung. Hierzu wurden 5.0 ml einer Adenin bzw. Uracillosung (IO mg/g ml 
0.01 M (NH,) &O,, pH 9.0) unter Rtihren zu 5 g Sephadex G-IO (in 0.01 M (NH,),CO,, 
pH 9.0, gequollen) in den Dialyseschlauch (IX) gegeben und nach konstanten Zeiten 
im l?uffergef%ss (rooo ml 0.01 M (NH,) &OS, pH 9.0) durch.Probenentnahme (3 ml) 
der Extinktionsanstieg am Beckman Spektrophotometer DB-G bei 260 nm ver- 
folgt. Nach Probenentnahme wurde der Puffervorrat mit 0.01 M (NH,,)&O,, pH 9.0, 
auf 1000 ml aufgeftillt. 

Als Kontrolle galt ein Versuch ohne Gel mit adaquaten Puffermengen. Ausdruck 
der Adsorptionswirkung war das VerhHltnis der Dialysegeschwindigkeitskurven- 
anstiege -Gel/ +Gel bei 60 min (Pig. 2). Es wird als Adsorptionswett K,d bezeichnet. 

R@aakwae der Adsor~tio,nslzinetilz 
Zur kontinuierlichen Registrierung der Geladsorption kam die in Fig. 3 dar- 

gestellte Umlauftechnik (nach Lit. IO vergndert) zur Anwendung. In einem Reak- 

Fig. 2. Dialyscgeschwindigkcit von Adenin (A) und Uracil (U) 
sorptionswort) . 

Schrtlbur 

mit und ohne Gel (&a - Ad- 

Fig.’ 3. A&rd~un~ zur Aufnahmo dor Goladsorpti&skinctik (Umlaufsystem) (vgl, Text). 
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tionsgefass wurden unter Riihren zu 5 g Gel (Endvolumen der Reaktionsfltissigkeit, 
25 ml) alle 30 set 50 ~1 = IOO ,ug Adenin bzw. andere zu untersuchende Stoffe zu- 
pipettiert. Uber eine peristaltische Pumpe str6mte die Fhissigkeit (ohne Gel) in 
die Durchflusskuvette des Uvicord II-Systems und ftihrte zur ExtinktionsHnderung, 
die linear mit Hilfe eines Beckman-z0 Zollschreibers registriert wurde (Papierge- 
schwindigkeit des Schreibers, I Zoll/min). Die Extinktion des kreisfermig umge- 
pumpten Fltissigkeitsstromes nahm durch die Substanzzugabe kontinuierlich zu. 
Dadurch entstand ein linearer Abschnitt der S-fiirmigen Kurve, der zur Auswertung 
kam. 

Als Kontrolle galt der unter gleichen Bedingungen erhaltene Kurvenanstieg 
bei Gelabwesenheit. Als Adsorptionswert Kad galt wie bei den Dialysegeschwindig- 
keitskurven das VerhHltnis der Kurvenanstiege von -Gel/ $-Gel (Fig, 8). Das Ein- 
stellen einer konstanten Transmission am Ende der Substsnzzugabe wurde als 
Ausdruck des Gleichgewichtes zwischen mobiler und stationgrer Phase gewertet. 

Durch die Entfernung zwischen Reaktionsgefass und Messzelle entstand eine 
Verziigerung des Extinktionsanstiegs, deren HiShe durch die Pumpgeschwindigkeit 
bestimmt wurde. Sie lag fur z, = 150 ml/h bei 30 set und fur v = 50 ml/h bei go sec. 
Der durch den molaren Absorptionskoeffizienten e der Substanzen bedingte Unter- 
schied des Kurvenanstiegs entfallt in den &a-Werten. Gelmenge, Rtihrgeschwindig- 
keit, Gel-Oberflticheneigenschaften und adsorptionsabhangige Diffusionsgeschwindig- 
keit beeinflussen den Zeitpunkt des Kurvenanstiegs, nicht aber seine Grijsse. 

Bei der Anderung des Reaktionsmilieus kamen zur Anwendung: 
deionisiertes Wasser 
bidestilliertes Wasser 
0.01 M (NH,),COs-Puffer, pH 9.0 
steigende Molaritaten einer NaCl-Losung 
steigende Molaritaten einer Harnstoff-L&ung 
verschiedener Vernetzungsgrad handelsliblicher Sephadextypen (G-lo, G-IS, 

G-25, G-50, G-75) 
0.0~ A# Puffer (KCl/HCl, Mcllvaine, Scjrensen, Tris/HCl, Glycin/NaOH) im 

Bereich 1.5-12.0 
steigende Mengen Diozan bzw. +Propanol (redest.) inoh des 25 ml-lieaktions- 

volumens. 
Fiir die beiden zuletzt genannten Verbindungen erfolgte eine Gelvorbehandlung 

im Reaktionsgeftis unter Rtihren und Umpumpen der Fltissigkeit (Neueinstellung 
der Grundlinie bei Dioxan) tiber 5 min. In den anderen Versuchen wurde das Gel 
mit 3 x IOO ml des jeweiligen Lijsungsmittels vorbehandelt. 

ERGEBNISSE VND DISKUSSION 

Eiq5?uss der TemPevalur 
Substanz-Gel-Wechselwirkungen, wie sie an starkvernetzten Geltypen als 

“reversible Adsorption” aromatischer, heterozyklischer und aliphatischer Ver- 
bindungen seit etwa zehn Jahren bei der Gelchromatographie bekannt sind, haben 
nach ueueren Untersuchungen such fur andere, Verbindungsklassen Bedeutungllp Is. 
So ;sind angesichts”: einer ausgepragten Temperaturabh&ngigkeit der Trennung von 
Maltooligosacchariden an Bio-Gel P-2 bzw. Sephadex G-15~lo1.1.3 Glucose und illre 
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Oligomeren nicht frei von Wechselwirkungen zum Gel. In Anbetracht der thermo- 
dynamischen Interpretation der Molekularsiebchromatographie durch , H JERT$N~ 

ist die Temperaturabhangigkeit einer gelchromatographischen Trennung nicht 
mehr Ausnahme und kann als Mass fur die Wechselwirkungen einer Substanz zum 
Trcnngel gelten, sofem Wechselwirkungen zwischen Substanz und Lijsungsmittel 
vernachhissigbar, sind. 

Da bei der Gelchromatographie von Purinen und Pyrimidinen betrgchtliche 
Wechselwirkungen zwischen Substanz und Gel auftretenG,r, sollte die Ternperatur- 
abhangigkeit ihrer Trennung Riickschliisse auf die Art und Griisse der Wechsel- 
wirkungen liefern. 

Wierzu wurden Uridin, Inosin, Uracil, Thymin, Hypoxanthin und Adenosin 
bei verschiedencn Temperaturen getrennt. Es ergaben sich Elutionsprofile (Fig. 4), 
die mit steigender Temperatur eine Verktirzung der Elutionszeit sowie eine Verminde- 
rung .der Elutionsvolumina und Zonenbreite, jedoch eine Verringerung des Auf- 
18 sungsvermagens zeigten. 

AR 

I, 

Fig.. 4. Tronnung von Uridin (UR) a Inosin (J), Uracil (c), Thymin (T), Hypoxanthin (HX) und 
Aclonosin (AR) an Sephadcx G-IO bei 50” und Go”. 
Fliessgeschwindigkeit, 25 ml/h; Stlule, 1.3 x go cm. 

Elutionsmittel, 0.01 M (NH,),CO,, pH 9.0; 

“. pie Verminderung der Elutionsvolumina bzw. Elutionskonstante ‘vBO (Tabelle I) 
w&hst bei einigen Verbindungen nahezu proportional dem Anstieg der absoluten 
Temperatur. ,Eine Auftragung des dekadischen Logarithmus der Elutionskonstante 
TI& gegen i die reziproken Werte der absoluten Temperatur (Fig. 5) veranschaulicht 
die unterschiedliche Temperaturempfindlichkeit der untersuchten Substanzen und 

TABELLE I 

ELUTIONSKONSTANTBN vno PUR PURINIC UND PYRIMIDINE BE1 VERSCHIEDENEN TEMPLRATUREN (“c) 

Vcvbindung x4” 2o” 2s” 30” 35” 40” 45” 50” Go” 

biid& 
I.03 1.03 i.25 ,1,03 

I .02 I,02 1.01 5.01 I ,oo 1.00 

Iriosin I.25 I’*25 
Uracil. 

1.25’ 1.25 1.25 i.25 1.25 1.25 

Thy+;’ ,’ : ,2.02 1.70’ 1.70 1.95 : ,f*9C! 1.71’ 1~63 I.94 I.91 1,55, 1.88, 1.48 I.46 x:83 I;43 1.80 ,, 
Hypoxnnthin’ ’ 

,p*xs 
2.90 2475 2,60 

I-47 1.85, 
2,45 2.30 2.35 2.00 1.80 

;Ad$nosb ’ ; ‘. ” _, 
‘..I. j i,%;, ,,I ‘4.~0 

.;’ “3;95 3:ao ’ “$64. 3.45’ 3.32 3iI5 2.98 2.65’ 
‘i . ,: .‘,.’ 
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die linear-e Funktion zwischen -log Theo und I/T. Diese lineare Funktion leitet sich 
aus der Gleichung der freien Energie ab. 

0 ---o---o--J 0 

Fig. 5, Abhtlngiglccit clcr Elutionskonstantcn von Uridin (UR), lnosin (J), Uracil (U), Thymin 
(T) , Hypoxanthin (HX) und Adenosin (AR) von dcr Tempcratur. Rechts sind die ormiltolton 
Aktivicrungscnthalpicn AHO in kcal/mol gcnannt, Das Ausschlussvolumen V, wicr von der Tcmpc- 
ratur unabhsngig. 

-Phase 
Der Transport eines Moles einer Verbindung von der mobilen in die stationgre 
(Gelinnenraum) erfordert eine freie Energie von . 

AGO (3) 

Die Elutionskonstante 1/@0 entspricht nach Gleichung I bei Multiplikation mit VO/VJ 
dem als Verteilungskoeffizienten K benutzten KD-W&. Da mit steigender Temperatur 
bei Sephadex G-IO ‘II, konstant bleibt und Ir, nur unbedeutenden Vergnderungen 
unterliegt?, kann lreO unter Berucksichtigung des konstanten Gliedes V9IvJ in den 
Gleichungen 3 und 5 Verwendung finden. - - 
I Eine’ Wechselwirkung, zwischen Substanz und Gel, wie sie 
’ ‘reversiblen Adsorption” an starkvernetzten Gelen vorliegt, wird 
sichtigung der freien Enthalpie dHa erfasst : 

AGO = AH’ -T-AS’ 

gerade bei der 
durch Betick- 

(4) 

Bdide Gleichungen ergeben mit .’ 

(5) 
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jenen linearen Zusammenhang zwischen -log ‘c”@” und I/T, wie ihn Fig. 5 zeigt. 
Die freie Enthalpie AH0 kann aus Gleichung 5 nacll Differentiation 

d(lnV,‘) _ ANo 

dT RT2 

bestimmt werden. 
In Anbetracht des linearen Zusammenhangs zwischen -log v&J und I/% wurde 

AH0 in unserem Beispiel als Differenzenquotht nach 

mit den Endwerten der Anstiegsstrecken aus Fig. 5 bestimmt. Die freie Energie 
AGo und die Entropie ASo wurden mit den Gleicllungen 3 und 4 erreclmet. 

Tabelle II zeigt die ermittelten therrnodynamischen Parameter. Die berech- 
neten thermodynamischen Par=ameter sind nur mittelbar mit Literaturwerten ver- 
gleichbar, da in den vorliegenden Untersucllungen ein anderes LCsungsmittel benutzt 
wurde. Die AHO-Werte der llier untersuchten Verbindungen liegen betr~chtlich 
unter denen der Phenole bei deren Trennung an Sephades G-101”, iibersteigen aber 
die fiir Oligosaccharide an Bio-Gel F-z und Sepllades G-15 ermittelten \Vertell-13. 

TIIEl~hIODYNhM1SCI-I~ l’r\Rhi+IETlZII Pt?lt PUHINE UND PYIZIhlIDINE ,\N SEPI-I,\DISS G-IO 13EI 25 o 

Vgl. Test. 

Uridin 1.03 - 120 - s.s 

lllositl I.25 0 - 8.03 
Urncil I.71 - 710 - 9,s 
X%ymin T ,c)(i - q.so 

Hyl~osantkin 

- s.75 

2.75 - ?350 -14.3 
Aclcnosin 3240 - IQ20 -12.2 

I% Hypoxanthin und Adenosin ergibt die starke Temperaturabl~~ngigkeit 
mit -2.35 und -1.92 kcal/mol (Tabclle II) AHO-Werte, die im Bereich schwacher 
Wasserstoffbrticken vom Typ NH, . , , ,O (AH0 = -2.3 kcal/mol) liegen. Die Vor- 
stellung einer reversiblen Adsorption als I’olge von Wasserstoffbrtickenbildung 
zwischen Substanz und Gelmatrix wurde mehrfach gehssert (Z-B. Lit. IG, 17) und 
wird bei den von uns untersuchten Verbindungen neben den daftir zu fordernden 
negativen AH0 und dSo-Werten durch Verminderung der Substanz-Gel-Wechsel- 
wirkungen bei N-Methylierung gestiltztl”. Die unterschiedlichen AHo-Werte in 
Tabelle II trotz relativ Klmlicher Strukturen legen aber nahe, class verschiedene 
Trennursachen bei der Gelcllromatographie wirksam sein k6nnen und Wasser- 
stoffbrilckenbildung entgegen BROOK UND HOUSLI~Y~~ nicllt die einzige Art von 
Substanz-Gel-Wecllselwirkungen darstellt. STREULI fand flir Sephadex LH-20 mit 
aromatischen Verbindungen Molekiilsiebung, rr-Bindung, und Wasserstoffbrticken- 

J. ChYo??tnto@‘., 73 (1972) I35-150 



TRENNUNG VOX PURINEN UND PYRIhlIDIXc’EN AN %X’HADES G-IO 143 

bildung als Trennursachen, wobei L6sungsmittel und Substans! den Jhxllanismus 
des ~I’rennproxesses bestimmtcn und die Trennung selten ausscllliesslicll cinem Typ 
zuzuordnen \\*arlO. 10, 

Fiir Purinc lvurde einc Iiorrelntion xwiscl~en clcn an Seplladex G-IO ermitteltcn 
log v*io-Wertetl uncl der Delol~.alisationscllergie der rr-Elcktronen, den I~lcktroncn- 
donatoreig~?nscllaiten der I\l:-.Ato~w, den basischcn pZC,,- \Vcrten sowie der Wasser- 
18slichkeit beobachteP. Daraus wurden I-I-Briickcn zwischcn clem l~ctcro;l,yklischen 
Ringsystem und clem Destmnanteil van Sepllades abgeleitet”‘. Die Deutung des 
Treillllllecllailisntus van Substanzen an quervernetztcn Gelen aus vorwiegcnd cllc- 
miscll-nlolckularen Grijssen bleibt nber in Anbetracllt dcr Untersuclnmgen van 
kIARSI~ISX’1~ unvollsthclig. So fellltcn bei dcm Vcrglcich dcr ~Vccllsel~virkuilgerl zwi- 
s&en Purinen uncl Sephades bzw. Destr,zn~l dcr zu fordernde Naclnveis einer &Iikro- 
homogenitlit dieser Gele baw. des Lhungsmittels. 

l31~ows beobaclltcte bei der Trcnnung van Celloclestrinen an Bio-Gel P-z und 
Sephudes G-I 5 mit steigender Anzahl von Glucoseeinheitcn cinen cbcrgang von 
sterischem Ausscllluss zu Adsorption l”, Er betrachtet die Adsorption als Sonderfall . 

des gene41 wirksamen Verteilungsnlecllc~~isnlus, das bci spezifischen Wechselwir- 
kungen zwiscllen clen funktionellen Gruppen van Substanz uncl Gelmatrix auftrittl”. 

Die Substanz-Gel-Wechselwirkungen bei der Gelcllronlntographic ,fordern 
mehr Auflllerlisallzkeitl”. Ilxer Interpretation auf der Grundlage der Temperatur- 
ablllingigkcit sincl Grenzen gesetzt, weil mit der Erfassung tl~er~noclynnmischer 
Griissen aus der log I/,!0 oder log K~~/I/T-Auftragunji \Vecllselwirkungen iswischen 
Substanz und Gel sowie Liisungsmittel, DiskontinuitKten des L6sungsmittels uncl 
Geles u.a. summnriscll erfasst werclenz2. So wi.irden fiir die Verwendung der ~.LW V,“- 

Wertcn gewonnenen thermoclynamiscllen Parameter %usatzannalunen erforderlich 
werden, Wenn ftir zwei Substnnzen Gelabsclmitte verschieden gut zug~nglicll sind”“. 

Substanz-Gel-Wechselwirkungen kijnnen durcll Temperaturerhijllung zur 
Verktirzung der Elutionszeit und VersclllirEung der Elutionszonen genutzt werden. 
Durch Einschaltung eines Temperatursprunges w%hrend der Trennung tvurclen die 
Elutionszeit fi.ir I-Iyposantliin, Adenosin und Adenin vorverlegt uncl die Zonen- 
breiten unter Venninderung des AufIhungsverm6gens verringert (Fig. 6). 

Einer Anwendung der Temperaturerllijhung sind durch ihren Einfluss auf die 
Dichte der Gelpackung Grenzen gesetzt. 

Der bei der S5.ulcntrennun.g beobachtete Temperatureinfluss 1Ksst sic11 such 
durch Aufnahme cler Dialysegescllwindigkeit (Fig. I) von Adenin bei verschiedenen 
Temperaturen unter Anwesenheit VOIZ Gel zeigen. Dabei entsteht ein charakteris- 
tischer Kurvenanstieg (Fig. z), der unter dem der Kontrolle (Dialyse mit Adenin 
olme Gel) liegt, sofern Adsorption auftritt. Das Verhtiltnis von -Gel/+Gel im Bereich 
linearer Estinktionszunalzme ergibt einen Knd-Wert, dessen I-Khe Ausdruck der 
Adsorption ist . Nimmt man die Dialysegescl~windigkeit n-tit steigender Temperatur 
auf, so wird der Unterschied zwiscllen -Gel und +Gel geringer (Fig, 7). Die Ad- 
sorption sinkt. In weiteren Versuchen wurde ein Umlaufsystem gew5hlt (Fig, 3). 
Werden im Reaktionsgefgss dieses Systems (Fig. 3) mit bzw. ohne Gel gleiche Mengen 
Adenin (Pfeile in Fig. S) zugegeben, so kann die geringere Extinktion van S x IOO ,ug 
Adenin bei Gelanwesenheit gegentiber der Extinktion gleicher Mengen Adenin bei 
Gelabwesenheit (d T in Fig. 8) durch Temperaturerh6l~ung des Reaktionsgefhses auf 
70” aufgehoben werden. 
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Fig. 6. Vcrgloich der GolchromaLographio bci 1constanLer (a) und verschiedener Tomperatur (b). 
Benennqng und Trennbedingungen wie in Fig. 3* A = Adenin. 

Die aufgetretene Temperaturabhangigkeit l&& die gelcluomatographische 
Trennung niedermolekularer Verbindungen als Adsorptionsvorgang erscheinen, der 
durch die substanzspezifischen Wechselwirkungen zum Gel bestimmt ist. 

Bei Cellodextrinen werden diese spezifischen Wochselwirkungen zu Sephadex 
G-~5 bzw. Ho-Gel P-2 erst bei grasserer Kettenltlnge erkennbar?. Der dGO-Beitrag 
eines. ,Monomeren, nach der klassischen Formulierung von MARTXN~S additiv den 
AC?-Beitrag einer Kette bildend, steigt mit der KettenUnge von Cello- und Malto- 
dextrinen schwach an, d.h. die Temperaturabhtingigkeit und Adsorption nehmen 
ZIPS !2. ‘Die Natur dieses Adsorptionsvorganges k6nnte ,in der Ausbildung von n- 
oder 1 Wasserstoffbrltckenbindungen bestehen X0-21. Die beobachtete Verminderung 
des Gesamt@orenvelumens von Sephadex bei Temperaturerhiihung~~ scheint nur bei 
Sephadex IX-20 den.Trennvorgang erheblich zu beeinflussen; 

I ., .;, ; , ,. , 

&~@RD~ von Ionemtdrke, : Havnstofl, ,Dioxaut, .n-Propanol, $H- Wert wad Vcmetzwgs- 
g&s. ,: I, ., I I (1’ ,,,. ! ,, ; . : . : 

4,‘:. ,, Mid dem,in ,Fig.,.s dargestellten Umlaufsystem wurden Bedingungen der Gelad- 
sorption untersucht., , 
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Fig. 7. Adsorptionssbnahmc von Adenin an Sephadcx G-IO bei steigcndcr Tcmporalxr odcr 
MolaritMszunahme einer HarnstofIltisung bei I O; K,,d wurde aus der Dialysegeschwindigkeit 
ermittelt. 

Fig, 8. Adsorptionskinetik von Adenin und Einfluss der TemperaturerhBhung auf 70”. Die Pfeilc 
geben den Zeitpunkt der Zugabe von IOO pg Adenin an. 

Die Adsorption von N-Heterozyklen an Sephadex scheint massgeblich durch 
die Protonendonatoreigenschaften dieser Stoffe bestimmt zu sein, weil die Anwesen- 
heit von Heteroatomen in planaren oder nichtplanaren aromatischen Verbindungen 
zu einer Adsorption diesel: Substanzen an Sephadex ftihrt, die weit uber der durch 
die Resonanzenergie voraussagbaren n-Bindung liegt?. Dadurch wurden alle jene 
Milieufaktoren einschliesslich der mobilen Phase den Adsorptionsvorgang beein- 
flussen, die diese Art von Wechselwirkungen verandern. 

Jonevzsttivke. Nimmt man die Adsorptionskinetik von Adenin an Sephadex 
G-lo in verschieden molaren NaCl-LiSsungen auf, so steigt .die Adsorption mit zu- 
nehmender IonenstUke (Fig. 9). Extrem labil ist das System in deionisiertem Wasser. 
Hier hebt Ionenzugabe die Adsorption von Adenin am Gel schnell und vollst&ndig auf. 

Diese st&rkere Substanz-Gel-Wechselwirkung unter Ioneneinfluss wurde 
mehrfach bei niedermolekularen Verbindungen beobachteF-26. Das gr6ssere Elutions- 
volumen bei steigender Ionenstgrke kiSnnte die Summe aus erhahter Wechselwirkung 
und besserer Penetration in das Gelinnere infolge geringerer Hydrathulle seine4. 

Ionenmangel ftihrt dagegen zu jenen Ionenaustauscheffekten, die auf den 
geringen Carboxylgruppengehalt von Sephadex zuruckgefuhrt werder?. 

Der Einfluss der Ionenstgrke muss such bei Peptidtrennungen berllcksichtigt 
werden, AKERKAR beobachtete irregulare Elution von Poly-(-Asp-L-Lys) an Sephadex 
G-50 und erhahte Elutionsvolumina bei steigender IonenstBrke20. Sie k8nnten infolge 
aliphatischer Adsorption von Lysin entstehen22. 

‘, Humstof, Dioxan, rt-Profianol. Harnstoff senkt die Adsorption an Sephadex 
G-~o10~27~ Mit steigender Molaritat bindet das Gel weniger Adenin reversibel’(Pig. 7 
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und 9). Offensichtlich tritt Harnstoff als universeller Protonenakzeptor bzw. -donator 
mit den adsorptionsftihigen Gruppen der Gelmatrix in Wechselwirkung. Die be- 
tr&htlich hohen Ko-Werte von Harnstoff und Thioharnstoff an DVS-g bzw. Sephadex 
G-25 und deren Abnahme mit steigender Temperatur zeigen, dass fur diese Verbin- 
dungen Wechselwirkungen zum Gel energetisch begtinstigt sind22. Der Harnstoffein- 
Russ wird bei I O (Pig. 7) deutlicher als bei 25” (Fig. g), weil die Wechselwirkungen von 
Harnstoff zurn Gel hier grijsser sind (nach Lit. 22 betrggt AHO fiir Harnstoff bei 25” 

- 1020 cal/mol); In Anbetracht der Kenntnis tiber die Adsorption von Harnstoff an 
Dextrangelen22 erscheint seine Wirkung auf die Adenin-Gel-Wechselwirkung als 
Verdr%ngung im Sinne einer “Kapazit%.tsminderung”. 

Fig. 9. Einflu& von’ Di&an; n-hopanol, Harnstoff, Golvcrnctzungsgrad und Ltonensttlrke auf 
die Adsorptionsftlhiglceit von Adonin bei 25 “; JCBd wurdo mit dem Umlautsystem ermittelt. 
.’ ‘,’ I 

uc-Propanol ftihrt zur gleichen Adsorptionsabnahme wie Harnstoff, w&hrend 
Dioxan :20 x wirksamer ist. Mit L y0 Dioxan im Reaktionsansatz der Umlauftechnik 
kann eine vollst&ndige, Adsorptionsaufhebung erzielt werden. (K,d = I); 

8 1’ .Der Zusatz von Dioxan bedingt: eine pH-Wertverschiebung, die no&. nicht 
im ‘,Bereich vergnderter ,Adsorption liegt. Wie die Temperatur hebt Dioxan die 
Substan&Gel-Wechselwirkungen schnell und vollst&ndig~ auf (Pig. IO). Substrahiert 
man in- der, Messanordnung ‘die dioxanbedingte Extinktionszunahme (Fig: 10 rechts 
oben) i so erhHlt man,, bei: Adsorptionsaufhebung durch: Dioxan .den gleichen Extink- 
tionswert fur eine ~~bestimmte’ Adeninmenge ::wie bei :der’ ,Kontrolle. .Die ,Wechsel-, 
wirkungen. einer Substanz ium Gel bzw. ihr Liisungsgleichgewicht zur mobilen Phase 
werden offensichtlich : durch den starken . . Protonenakzeptor Dioxan verringert bzw; 
verschoben;.: .,: ,,! ;, .‘.,,.: ,:;: (. ,, .,,!: h. 1,: .,. I.. ,.., ,,, : t ‘. . :: .: ,: ,’ *. , .,, ._ ,: 

; Dartiberhinaus vermindert Dioxan’die Menge des Imbibitionswassers .w&llrend I 
&k Quellung ‘und,. erzeugt einen. Verteilungsvorgang der Verbindurigen~iwisclien (Gel 
-I- ‘unpolares.:LtSsungsniittel~.+~Wasser) und dei ‘mobilerr Phase (urrpolares IXsungs-: 
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mittel -j- Wasser) Q8. Eine Anwendung kann die Dioxanwirkung in der gezielten 
Adsorptionserniedrigung ftir bestimmte Stoffe finden. Hierzu sind analog der Tern- 
peraturnutzung lineare Dioxsngradienten u.&. mijglich. 

QJ 
I *’ 

w- 
wlf 

20. 

96. Start 

700- c 
, . & 
7 i 3 4 5 6 7 8 9 70 G lminl 

.” 
Fig. 10. Einfluss von 1.0 ml Dioxan auf die Adsorptionskinotik von hdonin (A) im Umlaufsystom. 

#~&-rYert. Der Dissoziationszustand einer Verbindung bestimmt massgeblich die 
Adsorption am GeP. Als schwache Base liegt Adenin in saurem Bereich weitgehend 
dissoziiert vor, und ihre Wechselwirkung mit den Atherbrticken der Gelmatrix wird 
durch eine starke Hydrathtille verhindert . Im pH/&-Diagramm ergeben sich 
charakteristische Dissoziationskurven, bei denen die Lote der Wendepunktstangenten 
den p&-Wert, der Verbindung anzeigen. Auf cbese Weise ermittelten BROOK UND 
HOUSLISY~~~~Q ftir Nukleinslurebausteine, Phenole, Anilinverbindungen und Ben- 
zoes&uren pH-abhtingige Elutionskonstanten, deren pH/J&-Auftragung die Ermitt- 
lung von pKa-Werten gestattete 17gQQ. Mit Hilfe der Umlauftechnik (Fig. 3) ermittelten 
wir die AdsorptionsintensitLt als KQa-Wert .in ihrer PI-I-Abhtingigkeit und fanden 
einen p&-Wert ftir Adenin von 4.3 (Fig. IL) (Literatur, 4.2). Die Kurve gleicht 
weitgehend der von BROOX mitgeteilten 20. Die mehrfach beschriebene Beziehung 
zwischen pH-Wert und Gelchromatographiekonstante erhglt mit dem von BROOK 
diskutierten Zusammenhang zum Dissoziationszustand der Verbindung eine Erkla- 
rungQQ, Unversttindlich bleiben dann die hohen Ko-Werte im sauren pW-Bereich ftfr 
Adenin und Cytosin von KHYM UWD UZIBL~~. 

,, SWEETMAN UND NYWAM~~ zeigten mit Hilfe von Korrelationskoeffizienten 
zwischen pKQ- und log TI$-Werten, dass eine hohe Elektronendichte am Ringstick- 
stoff ,von Purinen in I der Lactimform (z.B. Adenin) eine Adsorptionsvergriisserung 
bewirkt, weil die ungepaarten Elektronen des Stickstoffs besser zur H-Brtickenbildung 
mit den OH-Gruppen von Sephadex befghigt sind. Verbindungen in der Lactam- 
form (z.B. Xanthin, Guanin) adsorbieren dagegen bei hoher Elektronendichte. am 
Ringstickstoff schwiicher, weil der Wasserstoff des Lactamstickstoffs, sonst II-Brticken 
zu Athergruppen der Gelmatrix von Sephadex bildend, fester gebunden ist25 Dies wird 
durch die pH/KmAuftragung ftir Guanin be,st&tigP, 1 

In Anbetracht :der Abnahme der log ,Ir@Q-Werte von Purinen mit steigender 
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LBslichkeitar mtisste bei der Beurteilung des pH-Einflusses auf die Gel-Substanz- 
Wechselwirkungen such die mobile Phase beriicksichtigt werden. 

Fig. I 1. pH-Abh&ngigkoit dcr Adsorption von Adcnin @Is K,d-Wart), in dcr Umlauftcchnik ge- 
messon. 

Urn durch Adsorptionserhtihung fur niedermolekulare Verbindungen einen 
grasseren Arbeitsbereich bei der Gelchrom.atographie zu schaffen, erscheint es zweck- 
msissig, ihre Trennung im Bereich geringet Dissoziation durchzuftihrenr. 

‘. ~Vevnelrm~~gsgrud. Die Adsorption an Sephadex nimmt mit zunehmender Ver- 
netzung ab, da bei Verwendung ‘gleicher Gelvolumina der Anteil an Gelmatrix geringer 
wird (Pig. 9). Man kannte diesen Umstand als eine verminderte Kapazit&t auffassen, 
jedoch scheint uns die Adsorption such an eine bestimmte strukturelle Zudrdnung 
der vernetzten Glucoseketten, ,‘d.h. an eine genugende Dichte des Maschenwerkes, 
gebunden zu sein. 

Die Tendenz der Adsorptionsabnahme bei fallendem Vernetzungsgrad ent- 
spriclit der Abnahme des Adeninaustausches in .der Gleichgewichtsdialyse von 
Adenin zwischen Puffer und fallender Sephadex G-ro-Konzentrationar. 

Wghrend bei der Gleicligewichtsdialyse die zu erwartende Linearitgt von 
Adeninaustausch. und Polymerkonientration auftrittsl, deutet die uberproportionale 
‘Adsorptionsabnahme bei fallendem Vernetzungsgradin Fig. g den Anteil des Raurn- 
netzes als ‘mechanische Hinderung an. 
._; ., ..” ,,_.,) ‘;,,’ ” 

ABKaRZU’tiGEN ‘: ‘1 ‘1 ’ rl 
: ‘, , I, : : > ; ,’ ‘I-’ I ‘, 

/.. ; Polgende. Abktiizungen, wurden verwendet : )’ -I 

cm =I‘ Konzentration einer Verbindung in, der ,mobilen,Phase : I, : 
C*! :; “, *’ Konzentrationeiner Verbindung:in der stationaren Phase : 
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D§ = Dialyseschlauch 
DVS = Dextrangel, das durch Divinylsulfon quervernetzt ist 

IZIG0 
= molarer Absorptionskoeffizient 
= freie Energie 

AH0 = Enthalpie 
&cd 

:k.& 

= Adsorptionswert (vgl. S, 137 und Fig. 2) 
= Gelfiltrationskonstante = 

gr 
0 

R = 

RF = 

AS” = 
T = 

AT = 
v ==: 
v’e = 
vg = 

K - v, vo =-. 
v, ‘c/ vo” 

I 

Gaskonstante 
Chromatographiekonsta nte ; Verhgltnis aus den Wanderungsstrecken 
Substanz und Laufmittelfront 
Entropie 
absolute Temperatur 
Transmissionsdifferenz 
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von 

Geschwindigkeit des Fltissigkeitstransportes bei der Umlauftechnik (Fig. 3) 
Elutionsvolumen einer Substanz 
verwendete Elutionskonstante = 

vi = inneres Volumen der Gelkiirner 
vo = Ausschlussvolumen 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Adsorptionschromatographie an Sephadex kan.n zur Trennung von Purinen 
und Pyrimidinen dienen l-8. Die Trennung wird durch eine Anzahl chromatographi- 
scher Bedingungen beeinflusst. Diese Arbeit beschreibt den Einfluss der Temperatur, 
der Ionenstgrke, des pH-Wertes, des Vernetzungsgrades und der Konzentrationen von 
s-Propanol, Dioxan und Harnstoff auf das Adsorptionsverhalten der Verbindungen. 

Die AdsorptionsintensitSt nimmt mit steigender Temperatur ab. Diese Be- 
ziehung kann als Hass der Gel -Substam+Wechselwirkungen dienen. Enthalpiewerte 
(AHO) fur Hypoxanthin und Adenosin von -2.35 bzw. -1.92 kcal/mol lassen die 
Existenz von Wasserstoffbrticken zwischen Substanz und Gel als mijglich erscheinen. 
Ftir Purin- und Pyrimidinverbindungen sind infolge verschiedener AWO-Werte ver- 
schiedene Trennursachen anzunehmen. Fur die meisten der hier untersuchten Ver- 
bindungen ist das basische N-Atom des Heterozyklus Adsorptionszentrum, 

Dioxan, +z-Propanol 
der Ionenst&ke zunimmt. 
Dissoziationszustand ab. 

und Harnstoff senken die Adsorption, wghrend sie mit 
Die Elutionswerte der Verbindungen hgngen von ihrem 
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Die Adsorptionschromatographie von heterozyklischen Verbindungen an 
Sephadexgelen ist eine geeignete Technik fiir die Trennung von Verbindungen syn- 
thetischer oder biologischer Herkunft. Die Beziehung zwischen Struktur und gel- 
chromatographischem Verhalten von Pyrimidinen wurde in einer anderen Arbeit 
ausgeflihrt?. 

./ 
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