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Nach ein~r verbesserten Me~hodik wurden gegeniiber friihe- 
ren Ergebnissen ~ in grS~erer Ausbeute Zucker erhalten, die 
erheblich reiner sind und deren spezifische Aktivitgt 5 bis 10mal 
gr6i~er ist. 

E i n l e i t u n g .  

Ffir gewisse Stoffwechseluntersuchungen werden am Kohlenstoff 
markierte Zucker von extrem hoher spezkiischer Aktivit/it benStigt. 
Dazu gehSren insbesondere Untersuchungen fiber den Stoffwechsel 
einzelner Kulturen tierischer Gewebe, die wir in Gemeinschaft mit t lerrn 
Dr. Stoclcinger und seinen Kollegen ausffihren 2. 

Ein Verfahren zur IIerstellung derartiger Zucker ist bereits beschrieben 
worden ~. Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dab die Isolierung 
der Zucker und ihre Trennung yon einander ohne Trggerzusatz und daher 
auch ohne F/illungsreaktionen erfolgt. Ein grfines Blatt wird der Photo- 
synthese mit Radiokohlendioxyd unterworfen. Dann wird das Blatt mit  
Alkohol und Wasser extrahiert und die yon gtherlSslichen Stoffen be- 
freiten Extrakte werden - -  gegebenenfalls nach Hydrolyse - -  durch 
Chromatographie an Ionenaustausehern yon ionisierten Stoffen befreit. 
SchlieBlich werden die individuellen Zucker aus den sich ergebenden 
LSsungen durch Papierchromatographie gewonnen. Nachstehend soll nun 
fiber die Weiterentwicklung der Methode berichtet werden, durch die so- 

l L. Sverak, H. Bilek und E. Broda, Mh. Chem 88, 1116 (1952). 
O. Suschny, E. Broda, L. Sveral~, H. Bilek, O. Feldstein, L. Stoe]cinger 

und H. Madl, Mh. Chem. 88, 1091 (1952). 



932 L. Sverak, O. Susehny und E. Broda: [Mh. Chem., Bd. 84 

wohl die I~einheit als aueh die spezifisehe Aktivi tgt  der Zueker verbessert 
~ l rde .  

Das besehriebene Verfahren wurde in folgenden Punkten ver~ndert:  
1. Erh6hung der spezi/ischen Aktiviti~t und des Druck8 des Kohlendioxyds 
bei der Photosynthese, 2. Verwendung vorgewaschener Kunstharz-Aus- 
tauscher und vorgewaschenen Chromatographie-Papiers, 3. Kontrolle 
der radiochemischen l~einheit durch zweidimensionale Papierchromato- 
gralohie und 4. Beschleunigung der Elution der Zucker aus dem Papier. 
Diese Punkte sollen nun der Reihe nach besproehen werden. 

E r h S h u n g  de r  s p e z i f i s e h e n  A k t i v i t ~ t  u n d  des  D r u e k s  des  
K o h l e n d i o x y d s  be i  de r  P h o t o s y n t h e s e .  

Ftir die Photosynthese stand ein yore Britisehen Atomenergie-Insti tut  
in Harwel] getiefertes Bar iumkarbonat  zur Verfiigung, dessen Gehalt an 
R~diokohIenstoff (bezogen auf Gesamtkohtenstoff) s tar t  - -  wie frfiher - -  
2,2% nunmehr 12~ betrug. 

Aul3erdem erwies es sieh als mSglieh, die yon uns verwendeten Bl~itter 
(Solanum Hendersonii) in einer Atmosphere yon t21/~% (start 10%) 
Kohlens~ure assimilieren zu Iassen, ohne daS naeh der eintagigen Belieh- 
tung eine nennenswerte Menge Kohlens~iure unaufgenommen blieb. 

VerwendungvorgewaschenerAustauscher und vorgewaschenen 
Papiers. 

Es zeigte sieh da~ die yon uns verwendeten Ionenaustauseher (Lewatit 
und Dowex) schon bei Behandlung mit kaltem destillierten Wasser 
16sliehe Stoffe abgeben. Die absolute lYienge dieser Stoffe ist zwar klein, 
f~llt aber neben der ebenfalls geringen Menge der Zucker merklich st6rend 
ins Gewieht. Aueh ist besonders bei den Lewatit- (Phenol-FormMdehyd-) 
I-Iarzen Giftwirkung der gel6sten Stoffe zu beffirchten. Aus diesem Grunde 
wurden die S~ulen stets vorgewaschen. 

Die der Entionisierung der Zuekerl6sung dienende S~iule enthielt je 
etwa i0 Gramm Lewatit KS und M. Als MaB ffir die Konzentration der Ver- 
unreh~igungen im Wasehwasser wurde der naeh Hagedorn-Jensen bestimmte 
l~eduktionswer~ genommen. Dieser sank unter den angewendeten Be- 
dingungen bei Wasehung mit  drei bis vier Litern auf den vierten Tell 
des Anfangswertes ab, entsprach dama etwa 0,6 Mikro-Aqnivalent/Liter, 
und blieb weiterhin ann~hernd konstant  (Abb. t). 

Aueh die Spezialpapiere yon Schleicher-SchiiU (20~3) und yon Whatman 
erwiesen sieh als gegen Wasser nieht vSllig best~indig s. Vorwasehen des 
Papiers erfolgt zweckm/~gig mit  durehfliegendem Wasser im Chromato- 
graphierkasten. Aueh dureh bloges Einh~ngen in einen Wasserbeh~tlter 

s H. Bilek, Dissertation, Wien, in Vorbereitung. 
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lassen sieh brauehbare Ergebnisse erzielen. Verwendet wurden Papiere, 
die seehs Woehen in einem Beh~lter gehangen waren. Aus 60 em ~ dieses 
Papiers wurden in der unten genannten Anordnung zur Elution yon 26 em a 
Wasser nur mehr etwa 0,17 Mikro~quivalent reduzierende Substanz her- 
ausgewaschen; das ist nur mehr ein Bruehteit des Wertes, den man ohne 
Vorwasehung erh/~lt. 

l ~ e i n h e i t s k o n t r o l l e  d u r e h  z w e i d i m e n s i o n a l e  P a l 0 i e r c h r o m a t o -  
g r a p h i e .  

Bei der pr~parativen Trennung der Zueker dureh eindimensionale 
Papierchromatographie wurde stets - -  ~ e  zuvor - -  zur Kontrolle parallel 
mit dem aktiven Zuekergemiseh 
inaktiver Zueker laufen gelassen, 
dessen Lage auf dem Kontroll- 
streifen dann dureh Farbreak- 
tion festgestellt wurde. Den- 
noeh wurde die Identit~tt und 
Reinheit einzelner Zueker dutch 
zweidimensionMe Chromato- 
graphie gepriift. 

Die Aktivit~tskurven der 
Abb. 2 bis 5 wurden mit einem 
spMtfSrmigen Z~hlrohrfenster 
von 4 mm Breite erhalten. Die 
Lage des Zentrums der Farb- 
reaktion ist dureh einen Punkt  
unterhalb der Abszissenaehse 
kenntlieh gemaeht. 

So zeigt Abb. 2 das urspriing- 
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Abb. 1. Re in igungskurve  des ionenaustauschers .  

liehe Chromatogramm [Butanol-Eisessig-Wasser (4 : 1 : 5)] des alkohoti- 
schen Blattextraktes nach Reinigung durch den Ionenaustauscher; das 
~berwiegen des l~ohrzuekers in diesem Extrakt  f~llt auf. Der dem 
Rohrzucker zugeschriebene Fleck wurde eluiert und ein Teil dieser 
Substanz unter Tr~gerzusatz der zweidimensionalen Chromatographie 
unterworfen. Abb. 3 gibt den Aktivit~ttsverlauf in der ersten Dimension 
(Butanol-Eissesig-Wasser), Abb. 4 in der zweiten Dimension (Wasser- 
Phenol-B]aus/~ure). 

Schliel~lich wurde ein weiterer Teil des Rohrzuckers mit 1 cm ~ 2n 
H2SO , unter Tr~tgerzusatz bei 100 ~ C 30 Min. lang hydrolysiert, die S~nre 
durch BaCOa gebunden und das Produkt der Hydrolyse abermals mit 
Butanol-Eisessig-Wasser chromatographiert. Abgesehen yon den er- 
warteten hohen Spitzen der Glukose and der Fruktose erscheint ei~e 
Nebenspitze (R2 = 0,27). Die dieser Spitze entsprechende Fl~ehe betragt 
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etwa ein Zehntel der Fls die den genannten Zuekern entspricht. Wir 
schreiben sie vorl~ufig einem Produkt  der Einwirkung der Sehwefels~ture 
~uf die Zueker zu. Die Identifizierung dieses Produkts  ist noch im Gange. 
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Abb. 2. Chrom~togramm des gereinigten alkoholischen I~xtrakts. 

B e s e h l e u n i g u n g  d e r  E l u t i o n .  

Wit  haben die Erfahrung gemacht, dal~ insbesonc[ere die verd/innten 
w~sserigen L6sungen unserer Zueker gegen Zersetzung - -  mSglieherweise 
durch Mikroorganismen - -  sehr empfindlich sind. Daher wurde der Zeit- 
raum, innerhalb dessen die Gefahr einer solchen Zersetzung besteht, so 
weir als mSglich verringert. Diesem Zweck dient ~uch eine Ver~nderung 
der Elutionsmethode. Star t  - -  wie vorher - -  das Verfahren nach D e n t  zu 
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verwenden, wird nunmehr das Stiick Papier zusammengerollt, in ein 
senkrechtes Glasr6hrehen gestopft und Wasser durehtrol0fen gelassen. Es 
zeigt sieh, dag in unserer Anordnung eine Wassermenge yon 26 em 3 
innerh&lb yon 2 Stdn. fiber 99% 

2d-  
des Zuckers ausw~scht, zz- 

Das Eluat wird sogleich un- zl- 
ter vermindertem Druek im : 
Kohlendioxyd-StromzurTroek-  ~ ~ r 
ne eingedampft. Der Riickstand ~ 
wird in 80% igem Alkohol ~ufge- ~ : f 
nommen. Die alkoholische LS- ~ 
sung erleidet bei Aufbewah- ~ : 
rung keinen Aktiviti~tsverlust. ~ 7 
Hingegen biigt trockener, in ~ 7o 
einem Glassch~lchen an der ~ 
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Abb. 4. Chrom~togramm des ttohrzuckers. 
(Zweite Dimension.) 
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3. Chromatogramm des Rohrzuekers. 
(Erste Dimension.) 

Luft  aufbewahrter Zucker be- 
merkenswerterweise allm~thlich 
Aktiviti~t ein, unterliegt also 
einer Zersetzung unter Ent-  
stehung leicht fliichtiger Stoffe. 
Die M6glichkeit einer solchen 
Zersetzung diirfte damit  zu- 
sammenhi~ngen, dab der l~iick- 
stand eine grof~e Oberfl~che 
besitzt. 

Besonders mikrobiologische 
Zersetzung ist zu ffirchten. Sie 
fiihrt n~mlich nicht nur zu 
Verlusten an Zucker, sondern 
vor allem auch zur Bildung 
radioaktiver EiweigkSrper und 

Aminos/iuren in der L6sung. Daher wurde die dureh eindimensionale 
Papierehromatographie gewonnene Glukosel6sung zur ,,AnMyse" naeh- 
tr~glieh noeh dutch einen Kationenaustguseher gesehickt. Die S~ule 
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wurde griindlieh mit Wasser gewaschen und sehlieglieh mit Salzs~ure 
eluiert. Es ~mrde festgestellt, dag jedenfalls weniger als 0,05~ des 
i~adiokohlens$offs dutch Austauseher festgeha.lten wird. 

E r g e b n i s .  

Mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Verbesserungen des Ver- 
fahrens zur Gewinnung radioaktiver Zucker konnten die in Tabelle 1 an- 
gefiihrten spezifisehen Aktivi taten erreieht werden: 

Tabelle 1. S p e z i f i s e h e  A k t i v i ~ t e n  der  Zueker .  

Zucker [ Zerfii!le/Gramm und 3Iinute ~icrocurie/l~Iilligramm 

Glukose . . . . . . . . . . . . .  [ 
Fruktose . . . . . . . . . . . . .  
Robrzueker* . . . . . . . . . .  

3,0. 1011 135 
2,4- I011 II0 
2,7. 1011 120 

Die Ausbeute an Aktivi tgt  im Gesamtzucker, bezogen auf die Aktivi tgt  
des eingesetzten Kohlendioxyds, betragt  etwa 50%. 

Zusammenfassend ist demgem~13 festzustellen, dab nach der vor- 
liegenden, weiterentwiekelten Methode die Zucker nieht nur reiner und 
in grSBerer Ausbeute als nach dem ursprfinglichen Verfahren erhalten 
werden, sondern dab sie auch um einen Faktor  5 bis l0 aktiver sind. 
Ihre Akt ivi tgt  entspricht derjenigen, die inzwisehen auch yon Putman  
und Hassid ~ bei der Weiterentwicklung ihres Verfahrens erreicht wurde. 

Wir danken den 0sterreichischen Stickstoffwerken, Linz, der Sonn- 
teithner-Stiftung (Osterreichische Akademie der Wissenschaften und 
Osterreichische Gesellschaft zur Erforschung und Bekgmpfung der Krebs- 
krankheit) und schliel~lieh der Van t 'Hoff-Stif tung f/ir die finanzielle 
Unterstiitzung unserer Arbeit. Unserem Kollegen Herrn H. Bilek danken 
wir far die freundliche Mitarbeit bei den chemischen Analysen. 

* Berechnet aus den spezifisehen Aktivit~ten von Glukose und Fruktose 
naeh Hydrolyse. 

4 E. W. Putman und W.Z. Has6"id, J. Biol. Chem. 196, 749 (1952). 


