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Note 

Bestimmung der Molekuiargewichtsverteilung von peracetylierten 
Oligosacchariden an Sephadex LH-20 

Bei Untersuchungen van Polysacchariden ist die Bestimmung der Kettenikqe 

und somit des MoIekukqewichts oft ein \vesentlicher Punkt. Die Bestimmung- des 
mntleren iMolekulargewichts der Zellulose ist durch Viskositiitsmessungen und os- 
motische _\lessungen van Lijsungen moglich. Bei solchen polydispers vorliegenden 
Stoffen ist neben dem mittleren JJolekulargewicht such die Moiekulargewichtsvertei- 
lung \-on Interesse’. Beide gewiinschten GrGssen kiinnen durch Geichromatographie 
ermittelt werden. In wsssrigen L6sungsmittelsystemen. fiir die die meisten Destran- 
und Polyacry~amidgele gedacht sind. sind aber Oligosaccharide mit einer Kettenlange 
iiber 5 /&GIukoseeinheiten fast nicht mehr liislich. Zellulose selbst ist iiberhaupt un- 
Ioslich. Mit der Entwickiung van Gelen. die gegen organische Losungsmittel resistent 
sind. ergab sich dann die Miiglichkeit die in organischen Losungsmitteln lijslichen 
Deri\ ate nach dem Molekulargewicht (MG) zu fraktionieren. So werden Salpetersau- 
reester der Zellulose meist an “Styragelen” mit Tetrahydrofuran als Eluen?? chro- 
matographiert. 

Peracetylierte Oligosaccharide sind ebenfalls in vielen polaren organischen Lo- 
sungsmitteln gut Iiislich; so wurden in Methanol an Sephadex LH-20 die acetyherten 
Oligomeren der Chitinose getrennt6. Auch mit “reversed-phase“ Hochleistungsfltis- 
sigchromatographie (HPLC) wurden acetylierte Oligosaccharide nach der IMolkiil- 
grtisse fraktioniert, wobei aber eine Gradientenelution notwendig ist’. 

Sephades LH-20 kann zur rMolekulargewichtsbestimmung van Ligninbruch’- 
stucken sowohl mit Dimethylformamid (DMF)’ als such mit Diosan-Wasserg mit 
gutem Erfolg verwendet Lverden. Auch die Trennung von freien Cellodestrinen ge- 
Iingt an Sephades LH-20,:DMF”. 

In der vorliegenden Arbeit sollte nun xersucht werden. inwieweit sich acetylier- 
te Zehuloseabbauprodukte aus verschiedenen Hydrolyseversuchen an Sephades LH- 
20 mit D,MF als Eluens fraktionieren Iassen. und ob eine Molekulargewichtsbestim- 
mung iiber einen grosseren Bereich miighch ist. 

ESPERIMENTELLER TEIL 

Glukosepentaacetat, Cellobioseoctaacetat und Raffinosehendecaacetat stan- 
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den als reine Vergleichssubstanzen (Fluka) zur Verfiigung. Die Reinheit wurde mit 
Diinnschichtchromatographie tiberprtift und lediglich Cellobioseoctaacetat musste 
einmal aus Methanol umkristallisiert werden. 

Ein Oligomerengemisch von peracetylierten Cellodextrinen wurde durch Ace- 
tolyse von Zellulosepulver mit Eisessig, Essigs%ureanhydrid und Schwefelsaure her- 
gestellt”. NiedermoIekulare Bruchstticke von Zellulosetriacetat mit definiertem Mo- 
lekulargewicht (viskosimetrisch bestimmt) waren aus eigenen Versuchen vorhanden. 

Hydrolyseprodukte von Holzzellulose wurden in Anlehnung an die Vorschrift 
zur Acetylierung von Zellulose” mit Acetanhydrid-Essigs5ure derivatisiert. Statt 
Toluol wurde Dimethylformamid als Liisungsmittel verwendet. 

Die Apparatur fur die Gelchromato_eraphie bestand aus einer peristaltischen 
Pumpe (P 1. Pharmacia), sowie Saule. Flow Adaptoren, I-Wegventilen, Schlauchver- 
bindungen in liisungsmittelresistenter Ausfiihrung (Phannacia. SR - Ausftihrung)). Die 
Detektion der chromatographierten Substanzen erfolgte mit einem Differentialre- 
fraktometer (Siemens) und nach Fraktionierung mit einem automatischen Fraktions- 
sammler durch Diinnschichtchromatographie auf 10 x 10 cm HPTLC-Platten 
(Merck) im Fliessmittel Benzol-Methanol (96:4)13. 

_~Ie1I~ociik 

Die Proben wurden. in DIMF gel&t. fiber eine Probenschleife (Inhalt = I.3 
ml)_ die mit zwei 4-Wegventilen in den Liisungsmittelfluss geschaltet werden konnte, 
auf die S2ule gebracht (siehe Fig. 1 und Tabelle I)_ 

PROBENAUFGABE 

PROBENSCHLEIFE L-WEGVENTIL 

StiULE 

FRAKTIONS- OlFFERENTiAL- 
S4MMLER REFRAKTOMETER 

PUMPE 
LijSUNGSMITTELWlRRAT 

Fig. 1. Fliasschema und Xpparatur. 

TABELLE I 

KENNZAHLEN FiiR DIE IN EINER SIiULE 1000 x 25 hlM VERWENDEZTE GELPACKUNG 
VON SEPHADEX LH-20 

Bettvolumen i ; = 3S5 ml 
Ausschluss~olumen V,, 

Blue Dextran = 137ml 
DurchlIuss = SO.0 mljh 
Probenvolumen = 1.3ml 
Probeznconc. = ca. 15 myml 
Eluens = Dimethylformamid p-A_ 
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Nach Bestimmung von Bettvolumen (IT,), Ausschlussvolumen ( vO) und Elu- 
tionsvolumen (1’J wurden zuniichst die & Werte nach der Formei 

brstimmt- Die K_, Werte der Eichsubstanzen (siehe Tabelle II) wurden gegen die 
Logtlrithmen der entsprechenden 1Molekulargewichte in ein Diagram zur Erstellung 
einer Eichkurle eingetragen. Aus dieser Kurve konnten dann fur die Kd Werte der 
einzclnen getrennten Zelluloseabbauprodukte die Molekulargewichte bestimmt wer- 
den. 

TABELLE II 

ZUSX:lMEX5TELLUXG DER ELUTIO~SVOLUhlISX (I=). & WERTE UND MOLEKULXR- 
GEWICHTE (LIG) DER TESTSUBSTXXZEK ZUR ERSTELLUKG EINER EICHKURVE 

__~ --- --. -.----- -- 

SlchSrU~= JIG [OK MG v*_ (Ini/ R .I 
__-_.______ _~__ _- -_._- 

Glukoxpentltxetat (Fluka) 390 2.59 I 1 X0.6 0.539 

Cellobioscoctaxetat (Fluka) 678 2_5312 177s 0.366 
Raffinoxhsndeczacetat ( FIukn) 967 3_9Y5-% 702.1 0.263 
GIukosqxnrsaxta~* 390 L5911 170. I 0.336 
Cellobiosecctmcctiltf 678 1.5317 227.3 0.3M 
CeIIotriowhsndecx~cetat’ 96-i 1.9S5-t 201.5 0.26’ 
Csilorsrr~oxrctr~d~~~~~~t* 1155 X0986 177.1 0.167 
C~lIocsnraoKhsptad~~rrtatf 15-f; 3mlSS1 159.3 0.090 
Z~i!utoxtrizlc~ratabb;luprod. I iso** 3.%30 149.4 0.050 
_. __.-____-_ _ ~~~__-_~_-_~-_~-__.~_ _..~_ - ~--. .-.-- __--__--.. 

* Hsr_eestslIt durch Aceto~yw van ZelluIosepul~sr’x. 
** \tolskularzewicht ~iskosimctrisch bestimmt. 

ERGEBSISSE USD DISKL’SSIOS 

Die Beziehung zwischen dem &, Wert und log MC ist bei der Gelchromatogra- 
phie an Sephades LH-20 mit DMF afs Eluens fiir peracetylierte Kohlehydrate lveitge- 
hend linear (siehe Fig. 2). Wie such schon in friiheren Arbeiten festgesteilt wurde”*g 
liegt die Ausschlussgrenze des Systems bei MG = C(I. 1800. 

Die Auftrennung von komplesen Oligosaccharidmischungen, wie sie in Hy- 
droIysaten van HoIzproben vorkommen, ist sehr gut. Die Unterschiede der Moleku- 
largewichte werden gerade bei niedrigen Oligosacchariden durch die unterschiedliche 
AcetylgruppenanzahI noch vergrossert. in Fi g. 3 und Tabelle III ist am Beispiel eines 
acetylicrten Holzhydrolyseproduktes zu sehen, dass sich die durch GeIchroma;ogra- 
phie ermittehen Molekulargewichte durchaus den, durch Diinnschichtchromato~a- 
phie der entsprechenden Fraktionen identitierten, Substanzen zuordnen !iessen_ 

Interessant erscheint noch die Tatsache, dass die Kd Werte der peracetylierten 
Kohlehydrate durchwegs niedriger sind als sie ihrem Molekulargewicht -wenn man 
wie in friiheren Arbeiten auf freie Kohlehydrate bezieht”- entsprechen wiirden. 
Eine ErklHrting dafiir kiinnte dadurch gegeben werden, dass einerseits alle OH-Grup 
pen der Kohlehydrate besetzt sind und deshalb keinerlei Moglichkeit zu einer Wech- 
selwirkung mit dem Gel gegeben is& andererseits kiinnte aber such die MolekiilgrZisse 
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Fie. 2. Eichkurxs zur Beetimmung ron log MG Avis den K, Werten. 

TABELLE III 

ZIJSAMMENSTELLUNG DER ELUTIONSVOLIJMINA (I’,). h-‘, WERTE VON SUBS-I-ANZZONEN DIE IMIT 
GELCHROM.%TOGRAPHIE AUS ACETYLIERTEN HOLZHYDROLYSATEN FRAKTIONIERT WURDEN 

Die IdentiSzierungerfolgte mit Dtinnschichtchromatographie. die ZuordnunS des Molekularsewichrs [MG(gef-)] iiber 
die Kd Werte mit Hilfe der Eichkurve aus Fig. 1. 

_.__ 

Pappelholz (Probe 19SO’Il) 1 
? 
3 
4 

2 

790-s 
270-J 
246. I 
227.5 

zoo.3 147.0 

0.620 
0.53s 
0.440 
0.365 
0.255 
0.040 

PappclhoIz (Probe 1980,‘17) 1 
1 

‘70.7 0.539 
236.3 0.360 

- 

314 Xylosetetmacetat 31s 
389 Glukosepentaacetat 390 
511 Disylosetetraacetat -_ 2 
677 Cellobioseoctancettt 2;s 
955 Cellotriosehendecaacetat 967 

1517 - - 

150 zoo 250 300 
ELUltONSVOLUMEN V,tmtf - 

390 Glukosepentaacetat 
71-l Cellobioseoctaacetat 

----__-.-. 

390 
67s 

Fig. 3. Gelchromatographische Trennung eines Holzhydroiysats (Probe 1950/14). Z = Xylosetetraacetat; 
2 = Glukosepentaacetat; 3 = Disyiosetetraacetat; 4 = Cellobioseoctaacetat; 5 = Cellotrioshendecaaceiat; 
6 = Gemisch hBherer acetylierter Cellodextrine. 
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ftir diesen Effekt verantwortlich sein; denn es ist durchaus denkbar dass insbesonders 
h6here acetylierte Oligosaccharide durch die sterische Behinderung der Acetylreste in 
gestreckterer Form voriiegen und diese MoIekiile grZjsser sind als gleich schwere nicht 
acetylierte. somit wtirden die @sseren Molekiile vor den gleich schweren kleineren 
aus der SSuIe eluiert werden. 
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