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7. Chromatographische Fraktionierung von Polysacchariden
an Cellulose-Anionenaustauschern
13. Mitteilung iiber Ionenaustauscher?!)
von H. Neukom, H. Deuel, W.J. Heri und W. Kiindig
(28. X. 59)

Bei Polysaccharidpriaparaten handelt es sich oft um Gemische, deren Makromolekeln sich
sowohl in Grésse und Form als auch in Art und Verkniipfung der Zuckerbausteine unterscheiden
konnen. Fiir die Auftrennung von Polysacchariden in einheitliche Fraktionen fehlen bis heute
allgemein anwendbare Methoden?). Bisher wurden vor allem die Elektrophorese und die frak-
tionierte Fallung?) z. B. mit organischen L&sungsmitteln, Metallsalzen, Ammonsulfat oder
quaterniren Ammoninmbasen verwendet. Chromatographische Methoden sind nur vereinzelt
beschrieben worden, z. B. zur Fraktionierung von Starke an Al,O;*) und von O-Acetylaraban
an Kohle®). Es fehlt an geeigneten Adsorptionsmitteln fir die Chromatographie von Polysac-
chariden. Fraktionierte Elution mit Alkohol ist zur Trennung vou Mukopolysacchariden, die auf
einer Cellulosekolonne ausgefillt wurden, benutzt worden®). Anionenaustauscherharze erwiesen
sich bei der Chromatographie von sauren Polysacchariden als wenig wirkungsvoll; die Poly-
saccharide werden lediglich an der Harzoberfliche festgehalten, und die Austauschkapazitit der
Harze kann daher nur zu einem kleinen Teil ausgenutzt werden!). Schon damals haben wir ver-
mutet, dass die von PETERsoN & SoBER7?) in die Proteinchromatographie eingefiihrten basischen
Cellulosederivate, deren grosse Oberfliche auch fiir Makromolekeln leicht zuginglich ist, sich
auch zur Fraktionierung von Polysacchariden eignen.

Im folgenden soll gezeigt werden, dass sich basische Cellulosederivate (Cellulose-
anionenaustauscher) zur chromatographischen Fraktionierung von Polysaccharid-
gemischen verwenden lassen. Die Trennversuche wurden mit DEAE-Cellulose (Di-
dthylaminodthylcellulose) ausgefiihrt, die sich auch in der Proteinchromatographie
bewihrt hat?). Es wurde gefunden, dass saure Polysaccharide von DEAE-Cellulose
selbst bei neutraler Reaktion adsorbiert werden. Neutrale Polysaccharide werden
dagegen erst im alkalischen Milieu, wo sie eine schwach negative Ladung annehmen,
adsorbiert. Dieses Verhalten steht in Analogie zur Fillbarkeit saurer und neutraler
Polysaccharide mit quaterniren Ammoniumbasen?®). Die folgenden Versuche sollen
zeigen, dass es durch Ausnutzung der unterschiedlichen Haftfestigkeit der einzelnen
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Polysaccharide an DEAE-Cellulose bei verschiedenen pH-Werten und Elektrolyt-
konzentrationen gelingt, mit geeigneten Elutionsmitteln eine Fraktionierung zu er-
zielen.

Die zu beschreibenden Trennversuche wurden vor allem mit folgenden neutralen
und sauren Polysacchariden ausgefiihrt: Dextrin, Zuckerriibenaraban, Pektinsiure,
einem kiinstlichen Gemisch dieser beiden, Zuckerriibenpektinsiure (von Natur aus
stark arabanhaltig), einer Mischung von Arabinoxylan aus Weizenmehl und Serum-
albumin und den wasserlgslichen Mehlpolysacchariden (von Natur aus etwas protein-
haltig). Uber die Fraktionierung von Bodenpolysacchariden an DEAE-Cellulose-
kolonnen soll an anderer Stelle berichtet werden?).
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Fig. 1. Fraktionierung eines Weizenstivkedextvins (200 mg) an einer
DEAE-Cellulosekolonne (20 g)
OH-Form; Elutionsiésungen: I H,O, IT 0,01 ~, III 0,05 N, IV 0,1 N~ NaOH

Neutrale Polysaccharide, wie Dextrin, Glykogen, Arabinoxylan aus Weizenmehl
und Zuckerritbenaraban, werden von der DEAE-Cellulose in Chlorid- oder Phosphat-
form nicht oder nur sehr schwach adsorbiert; mit verdiinnten Salzlsungen werden
sie leicht und vollstindig eluiert. Von der DEAE-Cellulose in der OH-Form werden
sie dagegen vollstindig adsorbiert und koénnen durch Elution mit NaOH steigender
Konzentration fraktioniert werden. Als Beispiel sei die Fraktionierung eines Dextrins
erwihnt (Fig. 1). Unter den angewandten Elutionsbedingungen konnte das Dextrin
in drei Fraktionen zerlegt werden, die sich eindeutig durch ihre Jodfarbe unter-
scheiden. Zuerst wurden zwei stark abgebaute Fraktionen (gelbe bzw. weinrote Jod-
farbe) eluiert, dann folgte eine mehr oder weniger stark abgebaute Amylosefraktion
(blaue Jodfarbe). Das Dextrin wurde quantitativ eluiert.

In dhnlicher Weise konnten auch 200 mg Zuckerriibenaraban an einer Kolonne
von 20 g DEAE-Cellulose in der OH-Form fraktioniert werden. Mit Wasser konnte
kein Polysaccharid eluiert werden, dagegen wurde durch Gradientelution mit NaOH
zwischen 0,03 und 0,25 NaOH praktisch alles Araban eluiert. Das Araban wurde
dabei in zwei Fraktionen aufgetrennt, die sich im Galaktosegehalt unterscheiden.

9 M. MuLLErR & H. DEUEL, in Vorbereitung.
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Das Na-Salz der Pektinsiure wurde von DEAE-Cellulose in der Phosphatform
(pH 6) stark adsorbiert und konnte durch Phosphatpuffer steigender Konzentration
vom selben pH nicht eluiert werden. Erst durch Steigerung des pH-Wertes konnte
es vOllig eluiert und dabei meist in drei Fraktionen aufgetrennt werden. Pektin, der
partielle Methylester der Pektinsdure, haftet entsprechend seiner geringeren negati-
ven Ladung schwicher.

Entsprechend der verschiedenen Haftfestigkeit von Araban und Pektinsdure an
der DEAE-Cellulose sollten sich diese beiden Polysaccharide leicht voneinander
trennen lassen. Ein kiinstliches Gemisch aus Zuckerriibenaraban und hochgereinigter
Citrus-Pektinsdure wurde auf eine Kolonne von DEAE-Cellulose in der Phosphat-
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Fig. 2. Fraktionievung einer Mischung von Zuckeyviibenavaban (100 mg) und
Citruspektinsiure (200 mg) an einer DEAE-Cellulosekolonne (20 g)
Phosphatform pH 6,1; Elutionslésungen: I 0,025 m, I1 0,05 M, III 0,1 M,
IV 0,25 m Na-Phosphatpuffer, V Gradientelution mit 0,01 bis 0,5 N NaOH
-O—0- Araban ~e-—-e- Pektinsdure

————— NaOH-Konzentration im Eluat

form aufgetragen und zuerst stufenweise mit Phosphatpuffer steigender Konzentra-
tion und anschliessend durch Gradientelution mit NaOH eluiert (Fig. 2).

Die Elutionskurve zeigt, dass neben der Trennung von Araban und Pektinsdure
auch eine Fraktionierung sowohl des Arabans als auch der Pektinsdure eintrat. Mit
jeder Konzentration des Puffers wurde eine Arabanfraktion eluiert, total 899, des
Arabans. Diese Fraktionen enthielten keine Uronsiuren; alle enthielten dagegen
kleine, mit steigender Pufferkonzentration etwas zunehmende Mengen an Galaktose.
Auch GoopBAN & OwWENsS) und ANDREWS ¢f al.1%) erhielten bei ihren Fraktionierungs-
versuchen an Araban Fraktionen mit unterschiedlichem Galaktosegehalt. Galaktose-
freie Fraktionen wurden ebenfalls nicht beobachtet. Die Pektinsiure erschien er-
wartungsgemiss erst in den NaOH-Eluaten, und zwar sobald das Eluat alkalisch
wurde. Pektinsiure wurde in zwei Hauptfraktionen eluiert, eine dritte sehr kleine
Fraktion erschien am Schluss. Im ganzen wurden 859, der aufgetragenen Pektinsdure

10y P. AnpreEws, L. HougH, D. B. PoweLL & B. M. Woobs, ]J. chem. Soc. 7959, 774.
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zuriickgewonnen. Es ist noch nicht untersucht worden, worin sich die einzelnen
Pektinsdurefraktionen unterscheiden.

Eine von Natur aus stark arabanhaltige Pektinsdure ist jene aus Zuckerriiben.
Zur Untersuchung gelangte ein Na-Pektat, das durch schonende alkalische Ver-
seifung von Zuckerriibentrester und Extraktion des Pektates mit Wasser hergestellt
wurde. Das Priaparat enthielt 45%, Polygalakturonsiure, der Rest bestand zur Haupt-
sache aus Araban und wenig Galaktan. Fig. 3 zeigt die Fraktionierung dieses Pri-
parates an DEAE-Cellulose.

Nur ein kleiner Teil des Arabans, ndmlich 15,4 mg oder ca. 149, konnte durch
Elution mit Phosphatpuffer abgetrennt werden. Der Hauptteil des Arabans wurde
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Fig. 3. Fraktionierung einer Zuckevviibenpektinsiure (200 mg) an einer
DEAE-Cellulosekolonne (20¢g)
Gleiche Kolonne und Elutionstechnik wie in Fig. 2.
Elutionslésungen: I 0,025 M, IT 0,05 M, II1 0,1 m Na-Phosphatpuffer, IV NaOH
-O—C~ Araban ~e---o- Pektinsiure
————— NaOH-Konzentration im Eluat

zusammen mit der Pektinsdure eluiert, die dabei in drei Fraktionen getrennt wurde.
Alle Fraktionen enthielten nach Hydrolyse Galakturonsiure, Arabinose und Galak-
tose. Die Pektinsdure wurde dabei quantitativ eluiert (Ausbeute 1029). Diese
Resultate sind eine starke Stiitze fiir die Annahme, dass im untersuchten Priparat
die Hauptmenge des Arabans und Galaktans kovalent an die Pektinsiure gebunden
ist. Auch AspPINALL & CANAS-RODRIGUEZM) ist es kiirzlich nicht gelungen, durch die
iiblichen Fraktionierungsmethoden eine Abtrennung der neutralen Polysaccharide
bei Sisalpektinsdure zu erzielen. Uber den chemischen Aufbau dieser Polysaccharid-
komplexe lassen sich vorldufig noch keine Angaben machen. Es erscheint aber als
wahrscheinlich, dass die Verkniipfung dieser neutralen Zucker an die Polygalak-
turonsdure durch glykosidische Bindungen erfolgt, die bei der alkalischen Extraktion
nicht gespalten werden. Danach scheinen die untersuchten Pektinpriaparate in ihrem
Aufbauprinzip synthetischen Pfropfpolymeren dhnlich zu sein. Bei diesen wasser-
16slichen Pektinstoffen handelt es sich wohl um Bruchstiicke des wasserunlgslichen
Protopektins der Zellwand, das noch komplizierter aufgebaut sein diirfte.

1y G. O. AspiNaLL & A. CANAS-RODRIGUEZ, ]J. chem. Soc. 7958, 4020.
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Die beobachtete leichte Eluierbarkeit neutraler Polysaccharide bei pH 6 bis 8
lasst sich auch zu ihrer Abtrennung von Proteinen verwenden, die in der Regel an
DEAE-Cellulose stirker haften. Besonders gut gelingt die Trennung, wenn das neu-
trale Polysaccharid schon mit 0,005 M Phosphatpuffer, mit dem die Kolonne am
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Fig. 4. Fraktionievung einev Mischung von Weizenpentosan (100 mg) und
Serumalbumin (100 mg) an etner DEAE-Cellulosekolonne (20 g)
Phosphatform pH 8; Elutionslésungen: I Na-Phosphatpuffer 0,005 m pH 8,
IT Na-Phosphatpuffer 0,01 m pH 6, 111 0,1 M NaCl+ 0,05 m NaH,PO,
~O——0- Pentosan -e---e- Protein
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Fig. 5. Fraktionierung wasseridslicher Weizenmehlpolysaccharide (200 mg) an einer
DEAE-Cellulosekolonne (20 g)

Boratform; Elutionslgsungen: I H,O, IT 0,01 m, IT11 0,1 M, IV 0,5 m Na-Borat
-O—0~ Pentosan ~A———A-~ Hexosan ~e-——e- Protein

Anfang ins Gleichgewicht gebracht wird, vollstindig eluierbar ist. Dies ist z. B. beim
Arabinoxylan aus Weizenmehl der Fall, das aus einer Mischung mit Serumalbumin
leicht abgetrennt werden kann (Fig.4). Bei den stirker haftenden sauren Poly-
sacchariden diirfte eine Abtrennung von Proteinen bedeutend schwieriger sein.
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Es ist bekannt, dass Polysaccharide je nach ihrer Struktur mit Borat mehr oder
weniger stabile Komplexe bilden, die negativ geladen sind!?). BARKER et a/.13) haben
gezeigt, dass sich diese Borsiurekomplexe mit quaterndren Ammoniumbasen aus-
fillen und zur Fraktionierung von neutralen Polysacchariden verwenden lassen. Es
ist daher zu erwarten, dass bei Verwendung der Boratform des Celluloseaustauschers
und von Borat als Elutionsmittel eine noch feinere Fraktionierung der Polysaccha-
ride zu erzielen ist. Bei den kaltwasserloslichen neutralen Weizenmehlpolysachariden
konnte mit dieser Technik eine Auftrennung in vier Fraktionen erzielt werden. Die
l6slichen Polysaccharide aus Weizenmehl bestehen aus einem Pentosan (Arabino-
xylan), das wahrscheinlich geringe Mengen Galaktose enthidlt, und aus Glukosan,
das zum grossten Teil aus 16slicher Stdrke bestcht!4). Die Praparate enthalten im
weiteren stets geringe Mengen Protein, die sich praktisch nicht von den Polysaccha-
riden trennen lassen und nicht hitzekoagulierbar sind. Fig. 5 zeigt die Trennung
dieser wasserléslichen Mehlpolysaccharide durch stufenweise Elution mit Natrium-
borat steigender Konzentration.

Mit Wasser wurde eine kleine Pentosanfraktion eluiert, die nur aus Xylose und
Arabinose aufgebaut ist. Die eigentliche Pentosanfraktion konnte mit 0,01 M
Borat eluiert werden und enthielt zusitzlich noch kleine Mengen Galaktose und
Spuren von Protein. Die mit 0,1 M Borat eluierte Fraktion enthielt ca. 50%, Protein,
20, Pentosan und 309, Hexosan, das praktisch nur aus Galaktose bestand. Uber
den Aufbau dieses Polysaccharid-Proteinkomplexes ist vorderhand nichts bekannt.
Mit 0,5 M Borat wurde schliesslich eine Hexosanfraktion erhalten, welche nur aus
Glucose bestand. Dieser Versuch zeigt, dass unter Ausniitzung des verschieden star-
ken Komplexbildungsvermogens der Polysaccharide mit Borat in vielen Fillen zu-
sitzliche Trenneffekte zu erwarten sind. Auf dhnliche Weise haben Kaym & Z1Lr19)
einfache Zucker an Anionenaustauschharzen in der Boratform getrennt.

Mit den beschriebenen Versuchen sollte demonstriert werden, dass sich Cellulose-
anionenaustauscher fiir die Fraktionierung von Polysaccharidgemischen verwenden
lassen. Durch Verwendung entsprechend grosser Kolonnen gelingt es, auch gréssere
Mengen von Polysaccharidpriparaten, z. B. 2-5g, aufzutrennen, um geniigend
Material fiir eine ndhere Untersuchung der einzelnen Fraktionen zu erhalten. Die
Trenneffekte sind von der Struktur der Anionenaustauscher, vor allem der Art der
basischen Gruppen, und der Anionenaustauschkapazitit, abhingig. Fiir die Er-
zielung reproduzierbarer Resultate sollte daher immer derselbe Austauscher ver-
wendet werden. Mit der beschriebenen chromatographischen Methode diirften sich
zahlreiche Polysaccharidpriparate als heterogen erweisen.

Experimenteller Teil

DEAE-Cellulose (Didthylaminodthyl-cellulose). Verwendet wurde ein Produkt der BrowN
CoMmpaNy, Berlin, N. H., USA.; Firmenbezeichnung: Reagent grade, Type 20, Lot No. 1011;
Austauschkapazitit: 0,76 miq./g.

12) H. DeveL & H. NEukoM, Makromol. Chem. 3, 13 (1949).

13) S. A. BARKER, M. Stacey & G. ZwerreL, Chemistry & Ind. 7957, 332.

14) A. S. PERLIN, Cereal Chemistry 28, 370, 382 (1952); I. A. PReecE & R. HOBKIRK, ]. Inst.
Brewing 47, 385 (1953).

13y J.X. Kaym & L. P. ZiLt, J. Amer. chem. Soc. 74, 2090 (1952).
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Herstellung der DEAE-Cellulosekolonnen. Auf die Bereitung dieser Kolonnen ist besondere
Sorgfalt zu legen, denn es hat sich gezeigt, dass sie bei der Elution und beim Waschen oft geringe
Mengen von Cellulosefragmenten abgeben, welche die Bestimmung der Polysaccharide mit
Anthron stéren koénnen. Es hat sich daher als zweckmassig erwiesen, die DEAE-Cellulose zuerst
zu waschen, indem sie ca. dreimal abwechslungsweise in 0,55 HCl bzw. 0,5~ NaOH auf-
geschlimmt wurde und die anfanglich triiben Losungen nach dem Sedimentieren abdekantiert
wurden. Die Suspensionen wurden dabei stets in einem Becherglas im Vakuumexsikkator ent-
liiftet und sedimentiert. Das Sediment wurde jeweils vor der nichsten Behandlung in Wasser
aufgeschlammt, filtriert und gewaschen. Vor dem Einfiillen in die Kolonne wurde die DEAE-
Cellulose folgendermassen in die gewiinschte Form gebracht; OH-Form: die DEAE-Cellulose
wird in 0,58 NaOH suspendiert, abfiltriert und mit Wasser gewaschen; Phosphatform: die
wisserige Suspension wird mit einer 0,5 M Losung von NaH,PO, auf das gewiinschte pH ein-
gestellt, abfiltriert und mit 0,005 m Phosphatpuffer vom gleichen pH gewaschen; Boratform:
es wird in 0,2 M Natriumboratlosung suspendiert, abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Die so vorbehandelte DEAE-Cellulose wurde nochmals in Wasser aufgeschlammt, im Ex-
sikkator entliiftet, als Brei eingefiillt und sedimentieren gelassen. Der Durchmesser der Kolonnen
betrug 1,5 bis 2 cm, die Hohe variierte je nach pH und Elektrolytkonzentration. Man perkoliert
mit Wasser (oder mit der Lésung, mit der zuerst eluiert wird), bis der Anthrontest im Eluat
negativ ist. Kolonnen, dic auf diese Weise bereitet wurden, laufen gewohnlich ohne zuséatzlichen
Druck, wihrend komprimierte Kolonnen wesentlich langsamer und nur unter Druck laufen. Als
Unterlage fiir die Cellulose dient Glaswolle, gefolgt von einer Schicht (1 cm) Quarzsand und einer
Schicht (1,5 cm) Celit (letztere muss bei Versuchen mit Proteinen wegen Adsorptionserscheinun-
gen weggelassen werden)

Elution. Das Polysaccharid wurde jeweils in méglichst konzentrierter wisseriger Losung auf
die Kolonne gegeben; die Elution erfolgte stufenweise oder stufenlos durch Anwendung eines
Konzentrationsgradienten («gradient elution»). Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 1 bis
1,5 ml/Min. Die Eluate wurden in Fraktionen von 20 ml aufgefangen. Bei der Elution mit NaOH
ist darauf zu achten, dass bei hoheren Konzentrationen kleine Mengen des Austauschers abgeldst
werden, welche die Polysaccharidbestimmungen im Eluat stéren. Mit dem verwendeten Aus-
tauscher wurden nur NaOH-Konzentrationen bis 0,3 N verwendet; mit 0,58 NaOH wurden im
Eluat betriachtliche Mengen Zellulose gefunden.

Bestimmung dev Polysaccharide in den Eluaten: Hexosane wurden mit Anthronreagenz be-
stimmt18). Pentosane wurden mit einem modifizierten Anthrontest nach Barry!?) bestimmt.
Diese beiden Tests kdénnen nur bei reinen Hexosanen bzw. Pentosanen verwendet werden; die
Eichkurve wird mit dem zu bestimmenden Polysaccharid ermittelt. Pektin wurde mit Carbazol-
reagenz bestimmt!®). Hexosane und Pentosane: Fiir die Bestimmung von einfachen Hexosanen
und Pentosanen nebeneinander wurde ein modifizierter Anthrontest ausgearbeitet, der mit Hilfe
eines Nomogramms Hexosan und Pentosan nebeneinander zu ermitteln gestattet!?).

Hydrolyse dev Polysacchayvide wund Papierchvomatogrvaphie. Die Fraktionen wurden ent-
sprechend den Elutionskurven vereinigt, mit lonenaustauschern oder durch Dialyse entionisiert,
im Vakuum eingedampit und mit 0,58 HNQO, unter Zusatz einiger Kristalle Harnstoff hydroly-
siert20), Die Pentosane wurden 4 Std. und die Pektinsduren 12 Std. bei 110° hydrolysiert. Die
Hydrolysate wurden auf ca. die Hilfte eingedampft und direkt chromatographiert (WHATMAN-
Papier Nr. 1, Rundfilter, Athylacetat:Pyridin:Wasser (8:2:1) fiir neutrale Zucker und Athyl-
acetat: Pyridin:Eisessig:Wasser (5:5:1:3) fir Uronsiduren); entwickelt wurde mit Anilinphtalat.

Bestimmung dev Proteine in den Eluaten. Die Bestimmung erfolgte kolorimetrisch nach der
Methode von Forin & CiocaLTEU?Y). Als Eichsubstanz wurde Serumalbumin verwendet.

Polysaccharide und Proteine. — Weizenstarkedextrin: Handelspraparat der Firma BrLATT-
MaNN & CO., Widenswil. Bezeichnung: 160/200.

16y Z. B. D. L. Morris, Science 707, 254 (1948).

17y R. W. BalLy, Biochem. J. 68, 669 (1958).

By E. A. McCoMB & R. M. McCREADY, Analyt. Chemistry 24, 1630 (1952).

19y W. Kiinp1G, Diplomarbeit, Agrikulturchemisches Institut, ETH., Zirich (1959).

20y M. A. JermyN & F. A. IsuErwooD, Biochem. J. 64, 123 (1956).

21) O. H. Lowry, N. J. RoseBroUGH, A. L. Farr & R. J. RanparL, J. biol. Chemistry 793,
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Zuckerriibenaraban wurde durch Extraktion von Zuckerriibenschnitzeln mit Ca(OH), nach
HirsT & JonNES??) erhalten: Pentosangehalt 899%,. Auf dem Papierchromatogramm sind Arabi-
nose, Galaktose und Spuren von Rhamnose feststellbar.

Zuckerriibenpektinsdure: Mit HCl-Alkohol behandelte Zuckerritbenschnitzel wurden mit
NaOH bei —10° in Glycerin verseift, das Na-Pektat mit Wasser extrahiert und in HCI-Alkohol
gefillt. Diese Pektinsiure enthielt nur 459%, Polygalakturonsaure, der Rest bestand aus Araban
und Galaktan, die durch diese Extraktionsmethode moglichst wenig verdndert werden sollten.

Citrus-Pektinsdure: Hochgereinigte Polygalakturonsiure, hergestellt aus Cifrus-Pektin,
Reinheitsgrad 889,.

Serumalbumin: Verwendet wurde Rinder-Serumalbumin, «reinst», BEHRINGWERKE, Mar-
burg, Deutschland.

Weizenpentosan (Arabinoxylan) wurde durch fraktionierte Fallung eines wasserigen Weizen-
mehlextraktes mit Ammoniumsulfat nach PrREEcE & HoBKIRK!4) hergestellt, Pentosangehalt
919%,.

Wasserlésliche Weizenmehlpolysaccharide: 1 Teil Weizenmehl (Manitoba II) wurde mit 2 Tei-
len Wasser bei Zimmertemperatur extrahiert. Der Extrakt wurde erhitzt; die koagulierten Ei-
weif3stoffe wurden in einer SpiNnco-Zentrifuge abgetrennt. Die klare, viskose Losung wurde dia-
lysiert und lyophilisiert: Gehalt an Pentosan 299,, Protein 199, und Hexosan (Differenz) 529%,.

Wir danken Herrn Dr. G. H. JosEPH, SUNKIST GROWERS INc., Corona, Calif., USA,, fir die
Uberlassung der hochgereinigten Citrus-Pektinsiure. Die vorliegende Arbeit wurde durch Mittel
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SUMMARY

It is shown that diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-cellulose) columns can be
used for efficient chromatographic fractionation of polysaccharide mixtures. At about
pH 6 neutral polysaccharides are not or only weakly adsorbed by DEAE-cellulose.
They can be readily eluted at the same pH by buffers of increasing strength. Neutral
polysaccharides are adsorbed by DEAE-cellulose in the hydroxyl form and can be
fractionated by elution with NaOH of increasing strength. Acidic polysaccharides
like pectic acid are adsorbed readily at neutral and weakly acidic pH values, but
can only be eluted by increasing the pH. The use of the borate form of DEAE-
cellulose and elution with Na-borate of increasing strength increases the fractiona-
tion effect. Examples are given for the fractionation of wheat starch dextrin, a mix-
ture of sugar beet araban and pectic acid, sugar beet pectic acid, a mixture of wheat
pentosan and serum albumin, and of the cold water-soluble wheat flour polysaccha-
rides.

The fractionation of a sugar beet pectic acid strongly indicates that araban and
galactan are covalently linked to the polygalacturonic acid chains. The results with
the water-soluble wheat flour polysaccharides indicate the presence of a polysaccha-
ride-protein complex, the polysaccharide part of which consists of xylose, arabinose,
and galactose.
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