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N,ote 

Gelchromatographie von Cellodextrinen an Sephadex H-20 

Fiir die Trennung van Ohgosacchariden werden in erster Linie chromatogra- 
phische Vrrfahren angewendet. Wobei fiir die Isolierung van einzelnen Komponenten 
wohl nur saulenchromatographische Verfahren in Frage kommen. Die Trennung 
van Ceilodestrinen. das sind Oligomere van /I-Glukose, 2 oelingt an Aktivkohle-Celit 
Siiuien’ _ Analog zur Papierchromntographie ist die Trennung an Zelluloses~ulen 
seibst miiglich’-‘_ doch wegen der Xuswaschbarkeit \-on lijslichen Cellodestrinen aus 
dcr Saule scheint disses Material fur die Untersuchung van Zelluloseabbauprodukten 
eher ungeeignet Die Entwicklung der Gelchromatographie brachte nun die Moglich- 
kcit die Oligomeren nach dem iCiolekularge{vicht zu fraktionieren’-‘_ Bei der Verwen- 
dung \-on Destrangelenw. die durchaus zufriendenstellende Ergebnisse zeigen, kann 
es neben einer ebenfalls miiglichen Aus\vaschung van l&lichen Kohlehydratbestand- 
t&en aus dem Gel. zu einer Wechsebvirkung zwischen den freien OH-Gruppen des 
Gels und den OH-Gruppen der zu trennenden Kohlehydrate kommen’. Polyacryla- 
midgele zeigen neben besseren physikalischen Eigenschaften such eine geringere Ten- 
denz zu Wrchselwirkungen’“. So konnten Starkedestrine bis zu einer Griisse van 13 
Glukoseeinheiten getrennt werden”. 

In \-erbindung mit der HochIeistungsfliissigchromatographie (HPLC) konnten 
Trennungen van Oligosacchariden unter grosser Zeiterspamis durchgefiihrt werden; 
so konnten auf SauIenfiIImaterialien mit entstandigen NH?-Gruppen oder druckresi- 
stenten Gelen rasche Trennungen nach der lMolekiilgr6sse durchgeftihrt werden”-13_ 
Eine Lseitere MBglichkeit zur Trennung van Zelluloseabbauprodukten ist iiber die 
entsprechenden Salpeters%.ueester an Styragelen mit Tetrahydrofuran als Eluens mii- 
giich’-. 

In der vorliegenden Arbeit wird versucht die gute Liislichkeit der Kohlehydrate 
in Dimethylformamid ( DLMF) dazu auszuniitzen. eine Fraktionierung van Cellodes- 
trinen an einem hydrophoben Gel wie z-B. Sephades LH-20, durchzufiihren. Durch 
Vergleich mit zwei bekannten Systemen Sephades G-25 und Bio-Gel P-2 sollte unter- 
sucht lverden, inwieweit Wechselwirkungen zwischen dem Gel und den zu trennenden 
Kohlehydraten an Sephades LH-20/DMF die Fraktionierung nach dem Moleku- 
largewicht (MG) beeinflussen. 
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EXPERIMENTELLER TEIL 

Marerial 
Glukose, Cellobiose und Raffinose standen als p-A_ Reinsubstanzen zur Ver- 

fugung. Das Gemisch der Cellodextrine wurde durch Acetolyse von Cellulosepulver 
(Merck) nach Vorschrift’ hergestellt, wobei die freien Zucker mit Natriummethylat 
aus den Zuckeracetaten freigesetzt wurden. Das Endprodukt wurde dtinnschicht- 
chromatographisch auf Hochleistungsdtinnschichtchromatographie (HPTLC)-Plat- 
ten (Merck) analysiert . I5 Die Trennung erfolgte im Laufmittel Athylacetat-EssigsBu- 
re-Methanol-Wasser (60: 15: 1.5: 10) und gel&t .bis zur Cellotetraose; Cellopentaose 
und Cellohexaose bleiben am Start sitzen. Die Methode hat allerdings den grossen 
Vorteil sehr rasch Ergebnisse zu liefern (Laufzeit ca. 15-20 min) und es sind nur kleine 
Probenmengen notwendig, da noch O-1 ,ug Zucker detektiert werden konnen. Die 
Detektion erfolgt durch Spriihen oder Tauchen in Diphenylamin-Anilin-Phosphor- 
s%xe-Reagens’6. Durch irr sirrl LMessen der Transmission bei 610 nm mit einem 
Diinnschichtscanner ist such eine quantitative Auswertung m6glich. 

Sephades G-25F (Pharmacia) und Bio-Gel P-2 (200400 mesh, Bio-Rad Labs.) 
wurden iiber Nacht in destilliertem Wasser gequollen, Sephades LH-20 (Pharmacia) 
in DMF. Die SBulen wurden nach Vorschrift” gefiillt und iiber Nacht mit dem 
entsprechenden Eluens equilibriert. Die Qualit%t der S&tlenftillung und das AUS- 
schlussvolumen wurden mit Blue-Destran (Pharmacia) bestimmt. 

Die Saulen. Flow Adaptoren, Schlauchverbindungen und Ventile waren alles 
Pharrnacia Produkte in SR-Ausfiihrung (solvent resistent). Die jeweiligen Saulendi- 
mensionen werden bei den einzelnen Versuchen gesondert angegeben. Die Probenauf- 
gabe erfolgte mit einer Probenschleife (Lnhalt = O-72 ml oder 1.2 ml). die mit Hilfe von 
2 Vierwegventilen in den Liisungsmittelfluss geschaltet werden konnte. Das Eluens 
wurde mit einer Dosierpumpe (P 1, Pharmacia) gefiirdert, iiber die such die Durch- 
tlussgeschwindigkeit eingestellt wurde. Die Detektion der chromatographierten Sub- 
stanzen erfolgte kontinuierlich mit einem Differentialrefraktometer (Siemens). Das 
Eluat wurde noch mit einem Fraktionssammler fraktioniert, urn die Fraktionen mit 
HPTLC noch zusatzlich identitiieren zu kiinnen (Apparatur siehe such Fig. I). 

ERGEBNISSE 

Das Gemisch der Cellodestrine, das nach Acetolyse von Cellulosepulver’ her- 
gestellt wurde zeigte folgende relative Zusammensetzung (HPTLC): 

GlUkOS4Z = 229 
0 

Cellobiose = 25 ye” 

Cellotriose = 29:” 
Ceilotetraose = 1s:; 
Cellopentaose = 7”: 
Cellohexaose = ?“, 
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PJKPE I I 
LijSUNG!3iITTELVORRAT 

Wsnn man die in TabeIle II angefiihrten Werte fiir & gegen log MG in ein 
Diagramm eintrggt (Fig. 3). so ergibt sich fiir die Systeme Sephades G-25 und Bio-Gel 
P-2 jeweils mit Wasser als Eluens eine Kurve, wobei aber die & Werte der Einzelsub- 
stanzen mit den entsprechenden des Cellodestringemischs sehr gut iibereinstimmen. 
Diese Abweichung vom theoretischen linearen Verlauf, die in ubereinstimmung mit 
friiheren Ergebnissen”.“-” steht. tritt beim System Sephades LH-2O/DMF nicht 
sichtbar auf. Die & Werte fiir Rafinose und Saccharose dagegen lassen keinen linea- 
ren Zusammenhang mit dem log (MG) erkennen- Bei einem Bettvolumen van 356 ml 
ist die Trennung der Cellodestrine sehr gut (siehe Fig. 2). 

DISKL‘SSIOK 

Bei der Venvendung van hydrophiien Gelen wie Sephades G-25 oder Bio-Gel 
P-2 zur Trennung van Oligosacchariden ist der Zusammenhang zwischen KJ und log 
MG aufsund van Wechselwirkungen zwischen Gel und chromatographierter Sub- 

TABELLE I 

KESNZ%HLEN FCR S_&ULElr; USD GELPACKUNGEN 

Sephdex G-25 B&Gel P-2 Sephadex L.H-20 

Side (mm) 
Bettvolumen, rc (ml) 
Xusschlussvolumen: 

i > (ml), Blue Dextran 
Durctfluss (ml:h) 
Pr0be\01umeri (ml) 
Proberkonz, (msml) 
EIUCXS 

700 x 16 700 x 16 500 x 10 1000 x 25 
115.6 111.5 36.9 356 

16.0 432 18.0 124.0 
17.1 17.1 10.9 SO.0 
O-72 0.72 0.2 1.2 

cc7. 5 ca. 5 cc?. 5 ca 15 
Wassrr WZSSiX D,MF DMF 
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Fig. 2_ Trennung der Cellodestrine an Sephadel LH-20 mit DkIF als Eiuens. 

stanz nicht iiber den gesamten Bereich linear. PoIyacrylamidgele (Bio-Gel) liefern 

neben einer Ieichteren Handhabung beim FiilIen der Saulen, wie schon in friihertz 
Xrbeiten”” erwjihnt, etwas bessere Ergebnisse. Die Trennung der Cellodestrine se- 
Iingt mit dem System Sephades LH-2O/DMF Sanz ausgezeichnet; hierbei zeigen die 
einzelnen Peaks keinerlei wesentliche Verbreiterungen und such bei einem raschen 
Durchfluss (I 6.3 inI h-i cm-‘) wird eine klare Trennung der Oligomeren erreicht. 
Innerhalb der Reihe der Oligosaccharide, die nur aus Glukoseeinheiten aufgebaut 
sind, ist die Beziehunp zwischen log MG und dem K,-Wert weitgehend linear (siehe 
Fig. 3); somit also ist die Bestimmun, 0 von MolekularSewichten hiiherer Cellodestri- 
ne (oder Stgrkedestrine), such bei einer Eichurg des Systems mit Substanzen mit nur 
kleinem Molekulargewicht, hinreichend genau. 
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Fig 3_ Beziehung &ha Ka md log MG. O-O, Sephadcx G-EqWasxr; A---A. Bio-Gel P- 
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