Die Trennung von Zuckergemischen durch kombinierte

Elektrophorese und Papierchromatographie

Von Prof. Dr. FRITZ MICHEEL und Dipl.-Chem. FRANZ-PETER VAN DE KAMP
Aus-dem Organisch-chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.)

Gemische von Zuckern werden zunichst als Borsiure-Komplexe absteigend in Filtrierpapier einer

Elektrophorese unterworfen. AnschlieBend werden die einzeln aufgefangenen Fraktionen wie iiblich

chromatographiert. An zwei Beispielen wird gezeigt, daB eine wirkungsvolle Trennung auch mit gro-
Beren Durchsitzen erzielt wird.

Zur analytischen Trennung und Mikrobestimmung klein-
ster Mengen von Zuckern hat sich die Papierchromato-
graphie bestens bewdhrt. Auch eine elektrophoretische
Trennung der Zucker-Borsdureester auf Filtrierpapier-
streifen 148t sich zu dem gleichen Zwecke nach Consden
und Stanier') verwenden. Wir hatten uns die Aufgabe ge-
stellt, einerseits die genannten Trennungsvorginge noch
wirksamer zu gestalten, andererseits sie zundchst auf die
préiparative Trennung von einigen Hundert Milligrammen
zu erweitern, um auch Hydrolysate, wie sie z. B. bei der
Untersuchung von natiirlichen Kohlenhydrat-Eiweil-
verbindungen anfallen, aufarbeiten zu kdnnen. Folgender
Weg wurde eingeschlagen und zur préparativen Trennung
von 100—-200 mg Zuckergemisch angewandt:

Das Prinzip unseres Verfahrens ist, zundchst durch ge-
eignete Elektrophorese die Zucker eines Gemisches als
Borsdure-Komplexe zu trennen bzw. in einzelnen Frak-
tionen anzureichern und anschliefend die Fraktionen pa-
pierchromatographisch zu analysieren. Zur elektrophore-
tischen Trennung der Borsdure-Komplexe des Zuckergemi-
sches wurde letzteres if m/,, Borsdure gelgst und mit
Natronlauge auf p;; = 9,2 gebracht. Eine Epimerisierung
der Zucker findet unter diesen Bedingungen auch im Ver-
lauf von Tagen nicht statt. Diese Losung wurde in eirler
in Anlehnung an Durrum?) konstruierten Apparatur der
Elektrophorese unterworfen. Man trennt nach dem zuerst
von Svensson und Bratton?) und von Grassmann und Han-
nigt) angewandten Prinzip, derart, daB die zu untersu-
chende Lgsung auf Filtrierpapier nach unten flieft und
gleichzeitig einem horizontalen elektrischen Felde
ausgesetzt ist. Unsere Apparatur gestattete die Entnahme
von bis zu 23 durch ihre Wanderungsgeschwindigkeit un-
terschiedenen Fraktionen und einen Durchsatz von etwa
50--60 mg Zuckergemisch pro Tag; also konnten in 3 Ta-
gen 150—180 mg getrennt werden. Zur lsolierung wurden
die einzelnen Fraktionen mit Wofatit 4 vom Kation (Na+)
befreit, im Vakuum eingedampft, die Borsdure wurde
durch mehrmaliges Aufnehmen in abs. Methanol und
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Bild 1. Verteilung der einzelnen Zucker auf die Fraktionen (Gemisch
von Cellobiose, rL-Rhamnose, p-Mannose, p-Glucose)
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Abdampfen als Methylester entfernt. Die mengenmiBige
Verteilung der einzelnen Zucker bei einem Gemisch von
Cellobiose, L-Rhamnose, b-Mannose, D-Glucose auf die ein-
zelnen Fraktionen zeigt Bild 1.

AnschlieBend wird zur ldentifizierung der einzelnen
Zucker und zur Priifung der Fraktionen auf Reinheit ein
Papierchromatogramm in der {iblichen Art hergestellt
(Butanol-Pyridin-Wasser 3:1:1, 24 h, entwickelt mit
Anilinphthalat), wobei als Test die 4 reinen Zucker mit-
laufen. Das Ergebnis zeigt Bild 2.
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Ausg.2 Bild 2

Papierchromatogramm der Fraktionen von Bild 1 und der
Vergleichslosungen (1—4)
Whatman-Papier Nr. 4; Butanol-Pyridin-Wasser 3:1:1;
Entwickler: Anilinphthalat

Das Chromatogramm zeigt, was schon aus Bild 1 hervor-
geht, in welchen Fraktionen der Elektrophorese noch Ge-
mische von Komponenten mit benachbarter Wanderungs-
geschwindigkeit vorliegen. Esist anzunehmen, daf die Uber-
schneidung der einzelnen Fraktionen geringer wire, wenn
es moglich gewesen wére, die Elektrophorese unabhéngig
von den Spannungsschwankungen des Stromnetzes auszu-
fithren. Die Ergebnisse zeigen jedoch, daB auf diesem
Wege nicht nur eine prédparative Trennung von Zucker-
gemischen gelingt, sondern auch vorher eine fiir die an-
schlieBende Papierchromatographie sehr wirksame Anrei-
cherung vorgenommen werden kann.

Wir haben ferner zur Priifung des Verfahrens eine Tren-
nung der im Inulin enthaltenen Glucose von der
Fructose ausgefithrt. Inulin enthilt geringe Mengen D-
Glucoses).

500 mg Inulin (Merck) wurden in 50 cm?® ®/, HCI durch
zweitdgige Hydrolyse bei 38° gespalten. Die Salzsédure
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Bild 3
Ionophorese eines Inulin-Hydrolysats. Entwickler: Anilinphthalat

D-Glucose

wurde durch einen Anionenaustauscher entfernt und die
Losung im_ Vakuum eingedampft. Sodann wurde eine
Elektrophorese in Borat-Puffer, wie oben beschrieben,
ausgefithrt; in 3 Tagen wurden 180 mg getrennt. Das mit
Anilinphthalat entwickelte Ionophorogramm zeigt Bild 3.

Im Gegensatz zu Consden und Stanier miissen wir fest-
stellen, dal Fructose schneller als Glucose wandert. Die
papierchromatographische Untersuchung der einzelnen
Fraktionen zeigt Bild 4.

Die:Wirksamkeit unserer Methode ergibt sich daraus,
daB in den Fraktionen 17, 18 und 19 die Glucose gegeniiber
ihrem Anteil am urspriinglichen Gesamthydrolysat etwa
auf das 20fache angereichert ist. Die prozentuale Vertei-
lung der Fructose und Glucose auf die einzelnen Fraktionen
zeigt Bild 5.

Aus der Verteilung der Glucose auf die einzelnen Frak-
tionen und der Fleckengrofie berechnet sich ein Glucose-
Gehalt von etwa 5%, im Inulin, was mit Angaben der Li-
teratur®) iibereinstimmt.. Wir sind damit beschéaftigt, die
Methodik -auch auf die Trennung und Analyse der Hydroly-

Analytisch-technische Untersuchungen

sate von Kohlenhydrat-Eiweiverbindungen mit den von
Fall zu Fall erforderlichen Abdnderungen anzuwenden.
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Papierchromatogramm der Fraktionen von Bild 3 und der
Vergleichslésungen; Bedingungen wie bei Bild 2
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Bild 5. Gehalt der einzeinen Fraktionen an Fructose und
Glucose in 9%, des Gewichtes des Gesamthydrolysates
Fiir die Untersuchungen standen uns Mittel der Deutschen
Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung, der wir auch an die-

ser Stelle bestens danken.
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Photometrische Wismut-Bestimmung mit Thioharnstoff

in Blei und seinen Legierungen

Von Dipl.-Chem. HEINZ POHL, Berlin-Charlottenburg
Aus dem Material-Priifungsamt, Berlin-Dahlem, Abt. Anorganische Chemie

Es wird eine photometrische Bestimmung von Wismut in Blei-Antimon-Legierungen mit Thioharnstoff

beschrieben. Die Hauptmenge des Antimons wurde gemeinsam mit dem Blei abgeschieden und ent-

fernt, der Rest durch Weinsiure und Natriumfluorid komplex gebunden. Ferner wird iiber eine neue
Anreicherungsmethode des Wismuts berichtet.

Die Bestimmung des Wismut-Gehaltes von Weichblei
mit Thioharnstoff wurde zuerst von C. Mahr beschrieben?).
K. W. Grossheim-Krysko?) modifizierte das Verfahren durch
Zusatz von Weinsdure, um das stérende Blei in Lsung zu
halten. Das in den ,,Methods of Chemical Analysis of
Metals“d) beschriebene Verfahren lehnt sich eng an die
Methode von Mahr an und ist nur fir Weichblei zu ge-
brauchen. Alle drei zitierten Verfahren zeigen nach E.
1y C. Mahr, Z. Analyt. Chem. 94, 161/62 [1933]; 97, 96(99 (1934].
:; K. W. Grossheim-Krysko, ebenda 121, 399/402 [194

A. 8. T. M. ,,Methods of Chemical Analys:s of Metals**, Was-

hington [1946]; E. S, Desig, 58 —45.

608

Leutweint) gewisse Méngel, so daf3 sie sich nicht recht in die
Praxis einfithren konnten. Im Laboratorium der Aktien-
gesellschaft fiir Zinkindustrie in Duisburg®) hat sich dagegen
fiir Werk- und Hiittenblei folgende Methode gut bewdhrt:

5 ¢ Bleispine werden im 100 ml-Mefkolben mit 60 ml Salpeter-
siure {1 + 3) durch Erwirmen gelost, abgekiihlt, die Hauptmenge
des Bleis mit 20 ml 30proz. Natriumbromid-Losung ausge-
fallt, bis zur Marke aufgefiillt, umgeschiittelt und partiell fil-
triert. Vom Filtrat werden 40 ml (£ 2 g Einwaage) abgenommen,

%) F. Leutwein, Beiheft Angew. Chem, Nr, 48, 110 [1944].
$) E. Eberius, Unverpifentiichte Arbeit aus der A.G.-Zinkindustrie,
Duisburg 1951,

Angew. Chem. | 64. Jahrg. 1952 | Nr. 22





