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Zur Isolierung von Naturstoffen, Herbiziden und deren Metaboliten aus 
PIIanzen werden verschicdene Methoden genutzt. Zum Beispiel sind Benzoes%rre 
und deren Derivate besonders durch Verteilungsverfahren aus Pflanzenextrakten 
abgetrcnnt worden’* Zur Fraktionierung von Stoffgemischen wiid vielfach die Gel- 
chromatographie an Sephadexs&tlen eingesetzt. Hierbei wird vor allem das Prinzip der 
Filtration durch Dextrangele angewendet. Dextrangele haben eine hohe Affinitit zu 
verschiedenen Verbindungen 3. Janson beschrieb die Adsorption von aromatischen 
Verbindungen an Sephadex. Die Adsorptionsstirke kann durch verschiedene Fak- 
toren beeinflusst werdens. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Moglichkeit der Trennung von Benzoe- 
slure und deren Derivatcn aus Pflanzenextrakten mit Hilfe der Sephadex G-lO- 
SIulenchromatographie zu untersuchen. 

MATERIAL UND METHODEN 

Zur Trennung von Extraktkomponenten verwendetcn wir eine Sephadex G-lO- 
Sgule (30 x 1.5 cm). Auf das Sephadex G-IO-Gel trugen wir eine 1 cm hohe Sepha- 
dex G-50-Schicht auf. Diese Schicht verhindert das Aufwirbeln der Oberflache und 
diem gleichzeitig als Sammelschicht. Die S&rle wurde an ein Uvicord II 8 300 mit dem 
Detektor 8303 A und einem Fallbtigelschreiber 6520 (LKB, Uppsala, Schweden) 
angeschlossen. Das Eluat wurde bei 258 nm photometriert. 

Als Versuchsobjekt diente die Zuckerrtibensorte Beta vulgaris cv. hymona. Die 
PIIanzen wuchsen 4 Wochen im GewBchshaus. Je 5 g Blltter wurden gefriergetrocknet. 
Die Homogenisation des getrockneten Materials erfolgte im MGrser mit 10 ml 
SO%igem Ethanol. Nach 20stiindiger Extraktion wurde 10 min bei 5OQO g zentrifu- 
giert. Dicser Uberstand diente den weiteren Untersuchungen. 

Zur Bestimmung des Vertcihmgskoefhzienten verwendeten wir die Verbindun- 
gen in einer Konzentration von low3 mol- 1-r. Als Testsubstanz wurde o-Chlorben- 
zoes&me eingesetzt. Die Berechnung des Verteilungskoefhzienten (K,), der die Vertei- 
lung des zu untcrsuchenden Stoffes zwischen der mobilen Phase und dem inneren 
Volumen der stationlren Phase ausdriickt, erfolgte nach folgender Gleichung? 

K D= 
ve - vo 

v, 
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V, = Elutionsvolumen der Verbindung (ml), V, = Zwischenkornvolumen oder Vo- 
lumen ausserhalb der kugelflormigen Partikel (ml); V, = Tnneres VoIumen odet 
Volumen der Fhissigkeit innerhalb des Gels (ml). 

Es wurde mit dem Elutionsvolumen einer Modellverbindung (Aceton) ab- 
ziiglich dem Zwischenkornvolumen (Y,) bestimmt. Zur Bestimmmg des Elutions- 
verhaltens setzten wir verschiedene Lijsungen ein. Die Liisungeu hatten folgende 
Zusammensetzung: 

(1)pH4.0:61.5m1,0.1 mol.1 --I Citronens&re; 38.5 ml, 0.2 mol. 1-l Na,HFO,. 
(2) pH 4.4: 0.1 mol- 1-r KH,PO,. (3) pH 7.0: 29.1 ml, 0.1 mol- 1-r NaOH; 50 ml, 0.1 
mol. 1 -I KH,PO, (mit Aqua dest, auf 100 ml aufFiillen). (4) pH 9.0 : 4.6 ml, 0. lmol - I -’ 
HCI; 50 ml, 0.025 mol- 1-l Na,B,O,- IOH (mit Aqua dest. auf 100 ml aufFiil2en). 
(5) 0.05 mol- 1 -I HCl. (6) 0.05 mol- I -I NaOH. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Bei der Trennung wurden jeweils 0.5 ml der L%ung auf die Sephadex-S&tIe 
aufgetragen. Die im ersten Teil angegebenen Lijsungen benutzten wir zur Elution. Die 
SIule wurde vor der Verwendung mit dem jeweiligen Elutionsmittel gewaschen. 
Zur Bestimmung des Zwischenkomvolumens bzw. des inneren Volumens verwendeten 
wir 50 ,~l Dextran blau 2000 (10 mg/ml) bzw. 10 ~1 Aceton. Mit dem Elutionspuffer 
von pH 7.0 erhielten wir das in Fig. I dargestellte Profil. 

10 20 30 LO ml 
Elutionsvolumen 

Fig. 1. Chromatogramm der o-Chlorbenzoes8ure auf einer Sephadex G-lO-SHule. I = Dextran blau 
2000 (5OOc(g); II = Aceton (10~1); III = o-Chlorbenzaeslure (3Oc(g). Elutionsmittel: Puffer pH 7; 
Durchflussgeschwindigkeit: 50 ml/h. 

Bei den Trennungen mit den angegebenen Liistmgen konnten wir die in Ta- 
belle I dargestelleten K,-Werte berechnen. 

Aus dieser Tabelle ist eindeutig die Tendenz zu erkennen, dass die verwendete 
o-ChlorbenzoesHure im sauren Bereich einen hGheren &-Wert besita ds im ahJ.i- 



NOTES 375 

TABELLE I 

EINFLUSS DES ELUTIONSMITTELS AUF DEN VERTEHXJNGSKOEFFIZIENTEN (Kn) 
VON a-CHLORBENZOES&JRE BE1 DER SiiULENCHROMATOGRAPHIE AUF SEPHA- 
DEX G-10 

Ehtrim.mittel ic, Wert 

Puffer pH 4.0 26 
puffer pH 4.4 3.6 
Puffer pH 7.0 2.1 
PufFer pH 9.0 0.4 
0.05 mol/l NaOH 1.0 
0.05 mol/l HCl CD 

schen Bereich. Die Zusammensetzung des Elutionsmittels spielt offensichtlich eine 
entscheidende Rolle, wie beim Vergleich der &-Werte der Puffer von pH 4.0 und 4.4 
zu erkennen ist. Sie wurde aber bei weiteren Untersuchungen nicht beriicksichtigt. 

Zum weiteren Arbeiten setzten wir auf Grund der vorliegenden Ergebnisse als 
ElutionsmittelO.05 mol- 1 - ’ NaOH bzw. 0.05 mol- 1 -l HCl ein. Bei der Verwenduug 
von Natronlauge entspricht der Verteihmgskoeflizient dem Wert des Acetons. Bei 
0.05 mol- 1 -r HCl als Elutionsmittel wird die Benzoesaure nicht von der Sephadex- 
S%ule eluiert. Es entsteht eine reversible Bindung an das Gel der Saule. Sie kann durch 
nachfolgendes Eluieren mit einem alkalischen Elutionsmittel gel&t werden. 

Diese reversible Bindung an das Sephadex-Gel wurde fur folgende Verbin- 
dungen nachgewiesen: Benzoesiiure, deren Monochlor-, Mononitro-‘, Monohydroxy- 
Derivate, Anthranilsiure, o_MethoxybenzoesZure, 2,5-Dihydroxybenzoes&re, 2,3- 
Dihydroxybenzoesaure, 2,3&Trijodbenzoeslure und 2&Dichlorphenoxyessigsiure. 

Weitere Verbindungen wurden nicht zur Testung eingesetzt. Verantwortlich 
fur die Bindung an das Gel der S%ule ist die Struktur des Molekiils. Fur alle getesteten 
Verbindungen sind der Benzolring und die Carboxylgruppe charakteristisch. Die 
Affini%t fur st-elektronenreiche Verbindungen und die hydrophobe Wechselwirkung 
van Ionenkomplexen an Dextrangele wurden bereits mehrfach als Ursache Bir die 
Veranderung des &-Wertes beschrieben3-5**-11. 

Bei der Testung der Aminosguren Tyrosin und Phenylalanin auf ihr chromato- 
graphisches Verhalten konnten wir ebenfalls eine Veriinderung des &-We&es nach- 
weisenJ. Sie zeigten unter den angegebenen Bedingungen aber keine Bindung an das 
Gel der SHule. 

Die Struktur der Substanz, die Ionenzusammensetzung und der pH-Wert des 
Elutionsmittels spielen bei der Bindung eine wichtige Rolle. 

Die Bindungsfahigkeit der Benzoes&ure und der angefiihrten Derivate wurde 
zur Trennung aus Pflanzenextrakten genutzt (Fig. 2). 

Zur Trennung mischten Bwir 0.5 ml Pflanzenextrakt mit 0.5 &i laC-Benzoe- 
sure-7 (= 1.04yg). Das Gemisch wurde sofort auf eine Sephadex G-IO-SiiuIe auf- 
getragen, die vorher mit 0.05 mol I- L HCl gewaschen wurde. Die Reihenfolge der 
eingesetzten Elutionsmittel ist aus der Fig. 2 ersichtlich. 

Im Sziutillationsz%ler wurde die Radioaktivit& der erhaltenen Fraktionen ge- 
messen. Die Ergebnisse sind in Tabelle II dargestelh In der Fraktion 9 tritt die gr&ste 
Impulszahl auf. Die Aktivitit in den anderen Fraktioneu ist unbedeutend. Anhaud 
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ElutionsmitteI 

1 5 10 Fiaktiacr 

Fig. 2. Chromatogramm eines Pflanzenextraktes mit 14C-Benzo~ure-7 auf einer Sephadex G-IO- 

S&Ie. (Fraktion 9 Benzoe&~re-Peak, Erlauterungen im Text.) 

TABELLE II 

MESSUNG DER RADIOAKTIVITAT DER EINZELNEN ELUATFRAKTIONEN NACH 
DER IN FIG. 2 DARGESTELLTEN FRAICTIONIERUNG AUF EINER SEPHADEX G-10- 
SAULE 

dpm 

Fraktion 

Z-8 

etwa 100 

9 10 zz 12 13 

31,7oa 350 180 200 50 

der auftretenden Radio&&it% kann die Fraktion 9 als Benzotiurefraktion cha- 
rakterisiert werden. 

Die vorgestellte Methode ist somit geeignet, Benzoes2urederivate, die die freie 
Carboxylgruppe besitzen, aus Pfkmzenextrakten abzutrennen. 
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