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Untersuchung und Reinigung von kieseisdurehaltigen Kohlenhydraten

ULRICH SCHWARZMAIER
Institur fiir Organische Chemie”, Neue Universitat, D-23 Kiel {B.R.D.)

(Eingegangen am 22. Oktober 1975)

Bekanntlich eignet sich Kieselgel in Verbindung mit wasserhaltigen Lauf-
mitteln vorziiglich fiir die chromatographische Auftrennung von Zuckern, Glyco-
siden und andersartigen Naturstoffen. Leider wird jedoch die Qualitdt der eluierten
Komponenten durch einen gewissen Gehalt an kolloidaler Kieselsdure bisweilen
merklich gemindert. Zu den mannigfaltigen St6rungen, mit denen man unserer Er-
fabrung nach rechnen muss, zihlen Verhinderung der Kristallisation durch Schutz-
kolloidwirkung, Substanzverluste durch wiederholtes Filtrieren und Umkristalli-
sieren, uncharakteristische physikalische Konstanten fiir Schmelzpunkt und Dreh-
wert, unbefriedigende Elementaranalysenwerte, untypische Kristaliformen sowie
Koagulationserscheinungen bei der Applikation an Testorganismen. Besonders be-
troffen sind naturgemdss Substanzen, die sich nicht zur Kristallisation bringen lassen.
Wir waren im Rahmen unserer Naturstoffarbeiten® gezwungen, cine Losung fir das
angesprochene Problem zu finden und méchten im folgenden dariiber kurz berichten.

METHODEN, ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Als Laufmittel fur Kohlenhydrate bei der Diinnschicht-, praparativen Schicht-
und Sdulenchromatographie (DC, PSC, SC) auf Kieselgel verwenden wir gewdhnlich
wassergesittigte Chloroform—Methanol-Gemische (Tabelle I). Je nach Zusammen-
setzung des Elutionsmittels, Provenienz des Trigers und Alter der Sdulenfiillung bei
Mehrfachverwendung enthilt das Fluat 1-6 mg Kieselsdure pro 100 ml Lésung. Am
einfachsten ergibt sich der Gehalt aus dem Eindampfriickstand von Blindelutionen.

Identifikation und halbquantitative Bestimmung der Kieselsdure erlaubt auch
die Wassertropfenprobe®, bei der der Riickstand mit Calciumfluorid/Schwefelsdure
aufgeschlossen und verfliichtigt und das auf feuchtem Filterpapier niedergeschlagene
Hydrolyseprodukt nach dem Trocknen iiber Kaliumhydroxid ausgewogen wird.
Die in chromatographisch gereinigien Kohlenhydraten enthaliene Kieselsdure ldsst
sich auf die gleiche Weise bestimmen. Eine zweite Moglichkeit besteht in der Acety-
lierung des Kohlenhydrats mit Acetanhydrid/Pyridin, Vakuumverdampfung des
Reagenzes und gravimetrischer Bestimmung des in Chlorcform unlslichen Silicium-
dioxids.

Welche Anomalien die mitgeldste Kieselsdure bedingt, zeigt an einigen Bei-

* Direktor: Prof. Dr. A. Mondon.
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spielen Tabelle I, in der die Schmelzpunkte und Drehwerte einiger kieselsdurchaltiger
und von Kieselsdure befreiter Kohlenhydrate nach einmaliger Kristallisation gegen-
dbergestellt sind. Im Falle von Saccharose, Amygdalin und Rutin ist die Kristalli-
sation nicht merklich beeintrichtigt, der Schmelzpunkt jedoch deutlich erniedrigt.
Der Drehwert ldsst auf cinen Gehalt an eingeschlossener Kieselsdure von ca. 1%
schliessen. Isoamygdalin (racemisiertes Amygdalin®-*), das als Diastereomerengemisch
nicht kristallisierbar ist, weist dagegen eine betriachtliche Drehwerterniedrigung auf,
die von ecinem Kieselsduregehalt von cae. 5% herrithrt. Im Falle von Sambunigrin
(L-Mandelsiurenitril-g-p-glucosid®) tritt die Kristallisation ohne Animpfen nicht ein,
bedingt durch einen als Schutzkolloid wirkenden Kieselsduregehalt von ca. 2.57%.

Uber ein schonendes Abtrennverfahren fiir Kieselsiurespuren, bei dem keine
andersartigen StOrsubstanzen cingeschleppt werden, liegt bisher kein Bericht vor.
Filtration und Zentrifugation erweisen sich als vollig nutzlos. Ultrafiltration und Ul-
trazentrifugation konnten nicht ausprobiert werden. Das einzige brauchbare und ein-
fache Verfahren, auf das wir stiessen, ist Verteilungschromatographie auf Cellulosepul-
ver. Zur Elution verwendet man am besten dasselbe Laufmittel wie bei der vorherigen
Trennung auf Kieselgel.

Wir verwenden fiir die Entkieselung Cellulosepulver Nr. 123 A (Schleicher &
Schiill, Dassel, B.R.D.). Eine griindliche Vorreinigung ist unumganglich und gelingt
folgendermassen: Das Tragermaterial wird fiinfmal jeweils 5 min mit reichlich Wasser
ausgekocht und abgenuischt. Nach der letzten Filiration wird der Riickstand auf
dem Filter mit Methano!l und Chloroform nachgewaschen, sodann im Vakuum ge-
trocknet oder als methanolische Suspension aufbewahrt. In der Siule wird der Tréger
unmittelbar vor dem Gebrauch nochmals mit dem jeweils vorgesehenen Laufmittel ge-
waschen, und zwar solange, bis das Eluat vollig kohlenhydratfrei und UV-inaktiv
abtropft (bendtigte Lésungsmittelmenge ca. 0.5-1.0 1). Das kieselsdurehaltige Kohlen-
hydrat gibt man in Form eines trocknen Adsorbats an hochreinem Ceilulosepulver
auf die Siuie. Bei der Elution eilt das Kohlenhydrat der Kieselsdure voraus. Ist eine
Entfarbung des Priparats erforderlich, kann man dem Triger 19} Aktivkohle zu-
mischen. Nach der Reinigung weisen die Kohlenhydrate ein wesentlich verbessertes
Kristallisationsvermdgen auf, woraus merkliche Ausbeutesteigerung resultiert.

Beziiglich der Saulenkapazitit gelten folgende Daten: Die optimale Schicht-
dicke betrdgt ca. 20 cm. Fiir 1 g Kohlenhydrat sollte eine Querschnittsfliche von ca.
5 cm?® zur Verfiigung stehen.

Das beschriebene Entkieselungsverfahren ist von uns bisher zur Reinigung von
Monosen, Biosen und Triosen sowie deren Glycosidderivaten herangezogen worden.
Es lasst sich erwarten; dass die Methode bei hoheren Oligomeren versagt, wenn deren
Polaritat grossenordnungsmassig der von kolloidaler Kieselsdure entspricht.

Als Storfaktor ist Kieselsdure kiirzlich auch bei Biotests mit Steroiden in Er-
scheinung getreten®. Die Abtrennung crfoigte mit Hilfe von DC-Celluloseplatten.
Das vorgeschlagene Verfahren ist fiir unsere Zwecke jedoch voilig unbrauchbar. Es
fiihrt zur Verunreinigung der Probe mit den in der Schicht vorhandenen 18slichen
Kohlenhydraten und UV-aktiven Stoffen und erlaubt nicht die Aufarbeitung pripa-
rativer Ansitze.
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