Fortschritte bei der Herstellung radioaktiver Zucker.
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Nach einer verbesserten Methodik wurden gegeniiber frithe-
ren Hrgebnissen! in groBerer Ausbeute Zucker erhalten, die
erheblich reiner sind und deren spezifische Aktivitdt 5 bis 10mal
groller ist.

Einleitung.

Fir gewisse Stoffwechseluntersuchungen werden am Kohlenstoff
markierte Zucker von extrem hoher spezifischer Aktivitit benétigt.
Dazu gehoren insbesondere Untersuchungen iiber den Stoffwechsel
einzelner Kulturen tierischer Gewebe, die wir in Gemeinschaft mit Herrn
Dr. Stockinger und seinen Kollegen ausfithren?.

Ein Verfahren zur Herstellung derartiger Zucker ist bereits beschrieben
worden?. Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daf die Isolierung
der Zucker und ihre Trennung von einander ohne Trigerzusatz und daher
auch ohne Fillungsreaktionen erfolgt. Bin griines Blatt wird der Photo-
synthese mit Radiokohlendioxyd unterworfen. Dann wird das Blatt mit
Alkohol und Wasser extrahiert und die von dtherloslichen Stoffen be-
freiten Extrakte werden — gegebenenfalls nach Hydrolyse — durch
Chromatographie an Ionenaustauschern von ionisierten Stoffen befreit.
Schlieflich werden die individuellen Zucker aus den sich ergebenden
Losungen durch Papierchromatographie gewonnen. Nachstehend soll nun
iiber die Weiterentwicklung der Methode berichtet werden, durch die so-

1 L. Sverak, H. Bilek und E. Brods, Mh. Chem 83, 1116 (1952).
2 0. Suschny, E. Brods, L.Swverak, H. Bilek, O.Feldstein, L. Stockinger
und H. Madl, Mh. Chem. 83, 1091 (1952).
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wohl die Reinheit als auch die spezifische Aktivitdt der Zucker verbessert
wurde.

Das beschriebene Verfahren wurde in folgenden Punkten veréindert:
1. Erhohung der spezifischen Aktivitdt und des Drucks des Kohlendioxyds
bei der Photosynthese, 2. Verwendung worgewaschener Kunstharz-Aus-
tauscher. und vorgewaschenen Chromatographie-Papiers, 3. Kontrolle
der radiochemischen Reinheit durch zweidimensionale Papierchromato-
graphie und 4. Beschleunigung der Elution der Zucker aus dem Papier.
Diese Punkte sollen nun der Reihe nach besprochen werden.

Erbohung der spezifischen Aktivitdt und des Drucks des
Kohlendioxyds bei der Photosynthese.

Fir die Photosynthese stand ein vom Britischen Atomenergie-Institut
in Harwell geliefertes Bariumkarbonat zur Verfiigung, dessen Gehalt an
Radiockohlenstoff (bezogen auf Gesamtkohlenstoff) statt — wie frither —
2,2%, nunmehr 129, betrug.

Auflerdem erwies es sich als mdglich, die von uns verwendeten Blitter
{Solanum Hendersonii) in einer Atmosphdre von 121/,9%, (statt 109%,)
Kohlenstiure assimilieren zu lassen, ohne dafl nach der eintidgigen Belich-
tung eine nennenswerte Menge Kohlensdure unaufgenommen blieb.

Verwendungvorgewaschener Austauscherund vorgewaschenen
Papiers.

Es zeigte sich dall die von uns verwendeten lonenaustauscher (Lewatit
und Dowex) schon bei Behandlung mit kaltem destillierten Wasser
lgsliche Stoffe abgeben. Die absolute Menge dieser Stoffe ist zwar klein,
fallt aber neben der ebenfalls geringen Menge der Zucker merklich stérend
ins Gewicht. Auch ist besonders bei den Lewatit- (Phenol-Formaldehyd-)
Harzen Giftwirkung der gelésten Stoffe zu befiirchten. Aus diesem Grunde
wurden die Siulen stets vorgewaschen.

Die der Entionisierung der Zuckerlésung dienende Siule enthielt je
etwa 10 Gramm Lewatit KS und M. Als Mag8 fiir die Konzentration der Ver-
unreinigungen im Waschwasser wurde der nach Hagedorn-Jensen bestimmte
Reduktionswert genommen. Dieser sank unter den angewendeten Be-
dingungen bei Waschung mit drei bis vier Litern auf den vierten Teil
des Anfangswertes ab, entsprach dann etwa 0,6 Mikro-Aquivalent/Liter,
" und blieb weiterhin annéhernd konstant (Abb. 1).

Auch die Spezialpapiere von Schleicher-Schiill (2043) und von Whatman
erwiesen sich als gegen Wasser nicht vollig bestindig®. Vorwaschen des
Papiers erfolgt zweckmiBig mit durchflieBendem Wasser im Chromato-
graphierkasten. Auch durch blofes Einhidngen in einen Wasserbehilter

3 H. Bilek, Dissertation, Wien, in Vorbereitung.
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lagsen sich brauchbare Ergebnisse erzielen. Verwendet wurden Papiere,
die sechs Wochen in einem Behélter gehangen waren. Aus 60 cm?2 dieses
Papiers wurden in der unten genannten Anordnung zur Elution von 26 cm?
Wasser nur mehr etwa 0,17 Mikrodquivalent reduzierende Substanz her-
ausgewaschen; das ist nur mehr ein Bruchteil des Wertes, den man ohne
Vorwaschung erhilt.

Reinheitskontrolle durch zweidimensionale Papierchromato-
graphie.
Bei der priaparativen Trennung der Zucker durch eindimensionale

Papierchromatographie wurde stets — wie zuvor — zur Kontrolle parallel
mit dem aktiven Zuckergemisch

inaktiver Zucker laufen gelassen, T 1
dessen Lage auf dem Kontroll- [ 2}
streifen dann durch Farbreak- § 74k
tion festgestellt wurde. Den- ¥ 5}
noch wurde die Identitit und ::% ok
Reinheit einzelner Zucker durch §
zweidimensionale ~ Chromato- § &
graphie gepriift. RT
Die Aktivititskurven der = s}
Abb. 2 bis 5 wurden mit einem E ok
spaltférmigen  Zahlrohrfenster -§ ik
von 4 mm Breite erhalten. Die ¥
Lage des Zentrums der Farb- §M—
reaktion ist durch einen Punkt Y 7 ¥ . 7 7
Liter Wasser —

unterhalb der Abszissenachse
kenntlich gemacht.

So zeigt Abb. 2 das urspriing-
liche Chromatogramm [Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5)] des alkoholi-
schen Blattextraktes nach Reinigung durch den Ionenaustauscher; das
Uberwiegen des Rohrzuckers in diesem Extrakt fallt auf. Der dem
Rohrzucker zugeschriebene Fleck wurde eluiert und ein Teil dieser
Substanz unter Trigerzusatz der zweidimensionalen Chromatographie
unterworfen. Abb. 3 gibt den Aktivitétsverlauf in der ersten Dimension
(Butanol-Eissesig-Wasser), Abb. 4 in der zweiten Dimension (Wasser-
Phenol-Blausdure).

Schlieflich wurde ein weiterer Teil des Rohrzuckers mit 1 em® 2n
H,S0, unter Tragerzusatz bei 100° C 30 Min. lang hydrolysiert, die Séure
durch BaCO, gebunden und das Produkt der Hydrolyse abermals mit
Butanol-Kisessig-Wasser chromatographiert. Abgesehen von den er-
warteten hohen Spitzen der Glukose und der Fruktose erscheint eine
Nebenspitze (Ry = 0,27). Die dieser Spitze entsprechende Fliache betrigt

Abb. 1. Reinigungskurve des lonenaustauschers.
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etwa ein Zehntel der Fliche, die den genannten Zuckern entspricht. Wir
schreiben sie vorldufig einem Produkt der Einwirkung der Schwefelsidure
auf die Zucker zu. Die Identifizierung dieses Produkts ist noch im Gange.
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Abb. 2. Chromatogramm des gereinigten alkoholischen KExtrakts.

Beschleunigung der Elution.

Wir haben die Erfahrung gemacht, dafl insbesondere die verdiinnten
wisserigen Losungen unserer Zucker gegen Zersetzung — méglicherweise
durch Mikroorganismen — sehr empfindlich sind. Daher wurde der Zeit-
raum, innerhalb dessen die Gefahr einer solchen Zersetzung besteht, so
weit als maglich verringert. Diesem Zweck dient auch eine Verinderung
der Elutionsmethode. Statt — wie vorher — das Verfahren nach Dent zu
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verwenden, wird nunmehr das Stiick Papier zusammengerollt, in ein
senkrechtes Glasrohrehen gestopft und Wasser durchtropfen gelassen. Es
zeigt sich, daB in unserer Anordnung eine Wassermenge von 26 cm?

innerhalb von 2 Stdn. diber 999,
des Zuckers auswischt.

Das Eluat wird sogleich un-
ter vermindertem Druck im
Kohlendioxyd-Strom zur Trock-
ne eingedampit. Der Riickstand
wird in 80%,gem Alkohol aufge-
nommen. Die alkoholische L&-
sung erleidet bei Aufbewah-
rung keinen Aktivitétsverlust.
Hingegen biift trockener, in
einem Glasschilchen an der
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Abb. 4. Chromatogramm des Rohrzuckers.

(Zweite Dimension.)
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Abb. 3. Chromatogramm des Rohrzuckers.

(Erste Dimension.)

Luft aufbewahrter Zucker be-
merkenswerterweise allméhlich
Aktivitit ein, unterliegt also
einer Zersetzung unter KEnt-
stehung leicht fliichtiger Stoffe.
Die Moglichkeit einer solchen
Zersetzung durfte damit zu-
sammenhingen, daBl der Riick-
stand eine grofe Oberfliche
besitzt.

Besonders mikrobiologische
Zersetzung ist zu firchten. Sie
fithrt ndmlich nicht nur zu
Verlusten an Zucker, sondern
vor allem auch zur Bildung
radioaktiver Eiweillkorper und

Aminosiduren in der Lésung. Daher wurde die durch eindimensionale
Papierchromatographie gewonnene Glukoselosung zur ,,Analyse™ nach-
traglich noch durch einen Kationenaustauscher geschickt. Die Siule
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wurde grindlich mit Wasser gewaschen und schlieflich mit Salzsdure
eluiert. Hs wurde festgestellt, dafl jedenfalls weniger als 0,05% des
Radiokohlenstoffs durch Austauscher festgehalten wird.

Ergebnis.

Mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Verbesserungen des Ver-
fahrens zur Gewinnung radicaktiver Zucker konnten die in Tabelle 1 an-
gefithrten spezifischen Aktivitdten erreicht werden:

Tabelle 1. Spezifische Aktivitaten der Zucker.

Zucker Zerfille/Gramm und Minute Microcurie/Milligramm
Glukose ............. 3,0 - 1011 : 135
Fruktose ............. 2,4 1011 110
Rohrzucker*. ......... 2,7 - 1012 C 120

Die Ausbeute an Aktivitit im Gesamtzucker, bezogen auf die Aktivitat
des eingesetzten Kohlendioxyds, betrigt etwa 509%,.

Zusammenfassend ist demgemilB festzustellen, dal nach der vor-
liegenden, weiterentwickelten Methode die Zucker nicht nur reiner und
in groBlerer Ausbeute als nach dem urspriinglichen Verfahren erhalten
werden, sondern dall sie auch um einen Faktor 5 bis 10 aktiver sind.
Thre Aktivitdt entspricht derjenigen, die inzwischen auch von Puiman
und Hassid* bei der Weiterentwicklung ihres Verfahrens erreicht wurde.

Wir danken den Osterreichischen Stickstoffwerken, Linz, der Sonn-
letthner-Stiftung  (Osterreichische Akademie der Wissenschaften und
Osterreichische Gesellschaft zur Erforschung und Bekimpfung der Krebs-
krankheit) und schlieflich der Van t’Hoff-Stiftung fir die finanzielle
Unterstiitzung unserer Arbeit. Unserem Kollegen Herrn H. Bilek danken
wir fiir die freundliche Mitarbeit bei den chemischen Analysen.

* Berechnet aus den spezifischen Aktivitdten von Glukose und Fruktose
nach Hydrolyse.
t B.W. Putman und W.Z. Hassid, J. Biol. Chem. 196, 749 (1952).



