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Kurzfassung

Das Ziel der hier vorgestellten Arbeit besteht darin, mittels chromatographischer Verfahren
einen neuen Weg zur Isolierung von Raffinose aus einer Fraktion der Melasse-Aufarbeitung
zu entwickeln. Bei der im industriellen Maf3stab durchgefiihrten Melasseentzuckerung der
Firma Amino GmbH, Frellstedt, ist eine Isolierung des Kohlenhydrates Raffinose zur Zeit
nicht moglich. Das wesentliche Ziel dieser Arbeit liegt in der Losung des Trennproblems
Saccharose — Raffinose. Anwendung fanden zum einen die immobilisierte Metall-Affinitéts-
Chromatographie, zum anderen unterschiedliche Tragermaterialien fiir die Gel-Chromato-
graphie.

Zur Auswertung der Trennversuche wurde eine geeignete Analytik entwickelt. Die
Bestimmung beider Zucker erfolgte mit einer HPLC-Analysenmethode mit einer Amino-
Sdule und einem Acetonitril-Wasser-Gemisch als Eluent. Die Methode war auch bei sehr
unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen beider Analyten und bis in hohe Konzen-
trationsbereiche gut geeignet. Jedoch wurde die Trennleistung bereits von geringen Salz-
konzentrationen stark beeinflult. Die verwendete HPLC-Methode war daher nur fiir die

Untersuchung von salzarmen Proben geeignet.

Die durchgefiihrten Versuche zeigten, dafl die Metall-Affinitits-Chromatographie nicht zur

Separation dieser beiden Zucker geeignet ist.

Mit dem Prinzip der Gel-Chromatographie wurden Dextran- und Polyacrylamid-Materialien
in Bezug auf ihre Eignung fiir eine Saccharose/Raffinose-Trennung untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, daf} sich auch kleine Saccharide gut mit Hilfe der Gel-Chromatographie trennen
lassen. Die untersuchten Sephadex-Materialien zeigen jedoch nur eine ungeniigende Trenn-

leistung.

Deutlich bessere Ergebnisse konnten mit synthetischen Trennmaterialien (Bio-Gel P-2 sowie
Toyopearl-HW 40-S) erzielt werden. Das sehr weiche Bio-Gel-Material zeigte bei sehr gerin-
gen FluBraten eine chromatographische Auflosung um 0,5; jedoch sind die Elutionszeiten mit
fast vier Stunden fiir eine industrielle Anwendung zu lang. Der Vorteil dieses Materials liegt

in einer teilweisen Decolorierung der Zuckerfraktionen.

Das Toyopearl-Material eignet sich gut flir eine Trennung von Saccharose und Raffinose. Die
erreichte chromatographische Auflosung von 0,7 ist auch bei hohen, industriell nutzbaren
FluBraten reproduzierbar. Das Erhohen der Versuchstemperatur auf 70 °C fiihrte zu deutlich
verbesserten Werten bei der Auflésung (bis R = 0,83). Ein technischer Einsatz dieses ent-

wickelten Verfahrens ist daher moglich.

Schlagworte: Raffinose, Melasse, Chromatographie
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Abstract

The objective of this thesis was to develop a chromatographic method to separate raffinose
from a fraction obtained during the recycling of molasses. Currently, the isolation of the
carbohydrate raffinose during this separation process is not possible. The project was done in
close collaboration with Amino GmbH, Frellstedt. To solve the main problem, the separation
problem of sucrose and raffinose, immobilized metal affinity chromatography and gel

chromatography using different matrices was tested.

A suitable analytical method was developed to assess the suitability of the investigated
methods. The detection of both sugars was performed by HPLC with an amino-column and an
acetonitrile-water mixture as eluant. The method was found to be suitable for different
concentration ratios of the analytes as well as a large concentration range. This HPLC method
is only suitable for samples with low salt content as salt in the samples strongly affected the

separation.

The metal affinity chromatography was found not to be suitable for the separation of these

saccharides.

Dextran and polyacrylamide were the gel chromatography materials tested for their ability to
separate sucrose and raffinose. The results show that saccharides with low molecular weight
can be separated well by gel chromatography. Sephadex as the third tested material showed

only poor separation.

Better results were obtained using synthetic separation matrixes (Bio-Gel P-2 and Toyopearl-
HW 40-S). At very low flow rates, the soft Bio-Gel material showed a resolution factor of 0,5
and lead to a partial decoloration of the sugar fractions. However, the elution time of nearly
four hours made it not suitable for an industrial application. The Toyopearl material showed
very good results for the separation of sucrose and raffinose. The resolution factor of 0,7 does
not decrease significantly with increasing flow rates. At higher temperatures of 70 °C even
better results could be obtained (R = 0,83). The two saccharides are well separated at a flow
rate of one bed volume per hour, which is the required minimum value for an industrial

application of this method.

Key words: raffinose, molasses, chromatography
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1  Einleitung

Seit vielen Jahren ist das Gebiet der nachwachsenden Rohstoffe in Deutschland ein viel-
diskutiertes Thema. Diese bieten sowohl 6konomische wie auch 6kologische Vorteile: Land-
wirte konnen neue Absatzmairkte erschlieBen und fossile Rohstoffquellen werden geschont
[1]. 1995 deckte die chemische Industrie in der Bundesrepublik 10 % ihres Rohstoffbedarfs

mit nachwachsenden Rohstoffen.

Kohlenhydrate nehmen in der Gruppe der nachwachsenden Rohstoffe eine wichtige Rolle ein.
Die verbreitetste Anwendung finden dabei Stirke und Cellulose. Stirke und ihre Derivate
kommen in der Industrie als Kleb- und Fiillstoffe, als Verdickungsmittel in der Lebensmittel-
chemie und als bioabbaubare Folien zum Einsatz. Cellulose wird meist modifiziert in der

Textil- und Papierherstellung verwendet.

Saccharose stellt die am besten verfiigbare, nachwachsende niedermolekulare organische Ver-
bindung dar. Sie wird nicht nur im Lebensmittelbereich eingesetzt, sondern findet auch Ver-
wendung in der chemisch-pharmazeutischen Industrie, z. B. bei der Herstellung von Anti-
biotika. In jiingster Zeit erschlieBen sich durch biotechnologische Anwendungen weitere
Nutzungsmdglichkeiten im Nicht-Nahrungsbereich, so zum Beispiel bei der Herstellung von
Polyol-Harzen, Tensiden oder organischen Sduren [2]. In Deutschland wird Saccharose fast
ausschlieBlich aus Zuckerriiben gewonnen; im Gegensatz zur weltweiten Forderung, wo nur
etwa 40 % der Gesamtzuckergewinnung aus Zuckerriiben erfolgt [2]. Aus 100 kg Zuckerrii-
ben konnen etwa 12-15 kg Saccharose, 3,5 kg Melasse und 4,5 kg Trockenschnitzel gewon-
nen werden. In einem Agrarland wie Niedersachsen fallen daher bei der Zuckergewinnung

aus Zuckerriiben grofle Mengen Melasse an.

Das grof3e Potential von Melasse als wertvollen Ausgangsstoff fiir die chemische Industrie
wurde viele Jahre lang nicht erkannt. Der Rohstoff wurde hauptsichlich als Futtermittel in der
Schweine- und Rindermast verwendet oder zuriick auf die Felder ausgebracht, da die Zucker-
riibe groBBe Mengen an Kalium speichert, das dem Boden entzogen wird. Erst in den letzten
Jahren wurde Melasse auch als Niahrstoff in Fermentationsmedien eingesetzt, z. B. bei der

Herstellung von Ethanol [3].

Die charakteristische tiefbraune Farbung der Melasse entsteht beim Eindampfen des Diinn-

saftes durch Karamelisierungsvorgédnge und die Bildung von Maillard-Produkten [4].
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Die Melasse besitzt einen Trockensubstanzgehalt von mindestens 76,3 % bei einem Gesamt-
zuckergehalt von mindestens 47 % [5]. Die Nicht-Zuckerstoffe, die zu etwa 30 % in der
Melasse enthalten sind, bestehen aus iiber 90 Substanzen in wechselnden Konzentrationen.
Der grofite Anteil der Nicht-Zuckerstoffe besteht mit 40 % aus organischen Stickstoff-
verbindungen. Durch gezielte chromatographische Aufarbeitungsprozesse ist es moglich, ver-

schiedene Wertstoffe aus der Melasse zu gewinnen.

1.2 Chromatographie zur Trennung von Kohlenhydraten

Neben klassischen Trennverfahren wie Extraktion, Filtration, Verdampfung und Kristalli-
sation kommt in der Kohlenhydratchemie auch die groBtechnische Fliissigchromatographie
zum FEinsatz. Bei der Amino GmbH, Frellstedt, wird seit 1983 das von Hongisto [6; 7] sowie
Heikkild [8] beschriebene "Finnsugar"-Trennverfahren eingesetzt, um die Melasse zu ent-
zuckern und weitere Wertstoffe zu gewinnen. Dadurch werden etwa 60.000 t Melasse pro Jahr
verarbeitet. Die gewonnene Saccharose wird als Fliissigzucker an die Lebensmittelindustrie
im Getrianke- und Backwarenmarkt verkauft. Durch die gro3e Menge an verarbeiteter Melasse
ist die zusitzliche Gewinnung weiterer Wertstoffe widhrend des Aufarbeitungsprozesses
sinnvoll. Umgesetzt ist dieses schon fiir Betain und verschiedene Aminoséduren, wie z. B.

Serin, die in der Herstellung von Pharmazeutika und Kosmetikprodukten eingesetzt werden.

Bei der Aufarbeitung wird die Melasse zundchst mit Carbonat enthartet, um Calcium-Ionen zu
entfernen, die eine hohe Affinitdt zum verwendeten lonenaustauscherharz besitzen [7], und es
erfolgt die Einstellung des pH-Wertes. Der Trockensubstanzgehalt wird durch Verdiinnen der
Melasse mit einer Riickfiihrfraktion auf die notigen ProzeBgroBen eingestellt. Das "Finn-
sugar"-Trennverfahren basiert auf Verteilungs- und Ionenausschlu3-Chromatographie und
trennt die Melasse in verschiedene Fraktionen auf. In einem Vergleich zu Chromatographie-
prozessen, die nach dem moderneren Simulated-Moving-Bed-Verfahren (SMB-Verfahren) [9]
betrieben werden, fiihrt die Melasseentzuckerung der Amino GmbH zu vergleichbar guten
Ergebnissen [10]. Bei einem geringeren Bedarf an ProzeBwasser als die modernsten SMB-
Anlagen weist der Melasseaufarbeitungsproze3 in Frellstedt zusdtzlich noch eine wesentlich
hohere Flexibilitit auf. Dadurch kann die Abtrennung von mehr als drei Komponenten

innerhalb eines Chromatographiezyklus realisiert werden.
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Der Aufarbeitungsprozef3 erfolgt in sechs 60 m3-Chr0matographieséiulen. Als Trennmaterial
werden lonenaustauscherharze in der Kalium-Form verwendet [8]. Die hohe Langzeitstabilitit
der Harze ermdglicht einen kontinuierlichen Einsatz seit fast 20 Jahren. Wéhrend des
Chromatographieprozesses kann es zum Bruch des Polymerharzes kommen, wodurch geringe
Mengen des Trennmaterials aus den Sdulen ausgetragen werden. Dieser Verlust wird in

unregelmifigen Abstinden durch Nachfiillen mit neuem Saulenmaterial ausgeglichen.

Als Elutionsmittel dient heiBes Wasser. Die hohen Temperaturen wahrend der chromatogra-
phischen Melasseentzuckerung begiinstigen zum einen die Diffusion verschiedener Inhalts-

stoffe in die Poren des Harzes, zum anderen wird unerwiinschten Foulingeffekten vorgebeugt.

Ein vollstdndiger Chromatographiezyklus von der Aufgabe der Melasse bis zur Elution der
letzten Substanz benétigt einen Zeitraum von etwa sechs Stunden. Aufgrund der Sdulenhohe
von 12 Metern und dem sich daraus ergebenen Elutionsprofil ist es moglich, schon nach zwei
Stunden die ndchste Melasseprobe auf die Séule aufzutragen. Durch diese Prozeffiihrung
konnen gleichzeitig insgesamt drei Trennldufe auf einer Sdule durchgefiihrt werden. Neben
einer besseren zeitlichen Nutzung des gesamten Sdulenvolumens kann die Dauer fiir einen
Chromatographiezyklus auf etwa zwei Stunden reduziert werden. Die genaue Linge des
Trennzykluses und das Elutionsprofil hingen von dem unterschiedlichen Verhalten der

einzelnen Trennsdulen und den Schwankungen in der Melassezusammensetzung ab [11].

In Abbildung 1.1 ist das Elutionsprofil einer Trennséule in vereinfachter Form dargestellt.
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Abb. 1.1:  Elutionsprofil einer Trennsiule der chromatographischen Melasseaufreinigung,
Amino GmbH, Frellstedt, mit Schnittfiihrung einzelner Fraktionen (Restmelasse,
Serin, Saccharose, Riickfiihrung, Betain), vereinfachte Darstellung [12].

Abbildung 1.1 zeigt die verschiedenen Fraktionen der chromatographischen Melasseent-
zuckerung der Amino GmbH, Frellstedt, mit den zugehdrigen Schnittgrenzen. Die Fraktionen
werden in einem vollautomatischen ProzeB der anschlieBenden Aufarbeitung zugefiihrt.
Durch die ProzeB3steuerung wird der erste Schnitt nach etwa 40 Minuten vorgenommen. Diese
als Restmelasse bezeichnete Fraktion besteht iberwiegend aus den Salzen organischer Séuren
(sog. Asche) und Farbstoffen. Der hohe Saccharoseanteil dieser Fraktion fiihrt dazu, da3 nach
einer Aufkonzentrierung diese Fraktion als teilentzuckerte Melasse wieder in den Handel

gelangt.

Die folgende Fraktion wird als "Serinschnitt" bezeichnet, da hier die Aminosdure Serin ge-
wonnen wird. Auch der groBte Teil des Trisaccharids Raffinose wird in der Serinfraktion
eluiert. Im Gegensatz zu Serin wird Raffinose in der chromatographischen Melassetrennung

jedoch nicht in einem scharfen Peak eluiert, sondern iiber einen weiten Bereich.

AnschlieBend wird der Grofiteil der Saccharose in der sogenannten Produktlésung eluiert. Der
Zucker kann in dieser Fraktion bereits mit hoher Reinheit (25 %) gewonnen werden. An-
schlieBend wird eine Riickfiihrfraktion eluiert, die als Teil der ndchsten Probe (Verdiinnung
der Melasse) erneut chromatographisch getrennt wird. Bevor der néchste Chromatographie-

zyklus beginnt, wird abschlieBend eine Fraktion mit hohem Betain-Gehalt eluiert.



1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 5

In Abhidngigkeit von der Melassezusammensetzung kann dieser chromatographische Aufar-
beitungszyklus zwei Wochen kontinuierlich betrieben werden. Dann macht die nachlassende
Trennleistung der Austauscherharze eine Reinigung des Sdulenmaterials erforderlich. Dieses

geschieht durch sogenanntes "Backwashing", dem Eintrag von Wasser im Gegenstrom.

Raffinose liegt in Melasse in einer durchschnittlichen Konzentration von 2,4 % vor [12] und
stellt damit nach der Saccharose den grofften Anteil an Kohlenhydraten dar [5]. Raffinose
(a-D-Galactopyranosyl-(1-6)-D-ct-glucopyranosyl-(1->2)-3-D-fructofuranosid) ist ein Tri-
saccharid und setzt sich aus den Monosacchariden Galactose, Glucose und Fructose zusam-
men, die Uber eine o- bzw. B- glycosidische Bindung miteinander verbunden sind (s. Gra-

phik 2.13 in Kapitel 2.5).

Fiir Raffinose bieten sich vielfache Nutzungsmdglichkeiten: Das Trisaccharid wird als Zusatz
von Bakterienndhrboden [13] und als Stabilisator fiir gefrorene Rinder-Spermien verwendet,
sowie Konservierungslosungen von menschlichen Organtransplantaten zugesetzt [14]. Beim
Gefriertrocknen von Proteinen wird Raffinose zum Erhalt der Hydrathiille eingesetzt [15]. In
industrialisierten Léndern konnte die Raffinose zudem als Nahrungsergéinzungsmittel einen
expandierenden Markt erschlieBen da herausgefunden wurde, dal Raffinose sich positiv auf
die Vermehrung von Bifido-Bakterien im Darm auswirkt [14] und dem Zucker damit eine pro-
biotische Wirkung zugeschrieben wird. Der gesundheitsfordernde Einflu3 von Oligosacchari-

den wird in den letzten Jahren vermehrt untersucht [16].

In Japan wird in vielen Patenten der Zusatz von Raffinose zu Kosmetikprodukten wie
Cremes, Lippenstiften und Deodorants erwédhnt [17]. Ein neues Einsatzgebiet wird derzeit in
Canada entwickelt: Die Firma Hemosol untersucht den Einsatz eines Blutersatzmittels
(Hemolink®™), das aus menschlichem Haemoglobin besteht, welches mit Periodat-oxidierter
ringgedffneter Raffinose polymerisiert wurde. Die klinischen Untersuchungen befinden sich

im Moment in der Phase II [18].
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1.3  Zielsetzung

Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen ist, aus der Melasse in einem Aufarbeitungsschritt,
der nicht in das bestehende Verfahren eingreift, Raffinose zu gewinnen. Das Raffinose-
Maximum liegt in der Serin-Fraktion (vgl. Abbildung 1.1). Die Gewinnung von Raffinose aus
dieser Fraktion kann nicht realisiert werden, da aus diesem Schnitt in einem etablierten Ver-
fahren die Aminosdure Serin isoliert wird. Das Ziel ist daher, Raffinose aus der ansteigenden
Peakflanke der Restmelassefraktion zwischen der 30. und 40. Minute (der sogenannten S1b-
Fraktion) zu isolieren. Aus dieser Fraktion der chromatographischen Melasseentzuckerung
wird kein weiterer Inhaltsstoff durch eine nachfolgende Aufarbeitung gewonnen. Deshalb
wire ein vergleichsweise kleiner Eingriff in den etablierten Aufarbeitungsproze notwendig.
Das relativ giinstige Saccharose-Raffinose-Verhiltnis der Fraktion (9,81:1) ist ein weiteres
Kriterium fiir die Raffinosegewinnung aus dieser Fraktion, da die Trennung von Saccharose
und Raffinose schwierig ist [19]. Dem gegeniiber steht die hohe Salz- und Aschekonzentra-
tion dieses Schnitts, die eine Aufarbeitung erschwert. Aus diesem Grund wurde diese Fraktion
fiir die vorliegende Arbeit bei der Amino GmbH, Frellstedt, im Vorfeld entsalzt [20]. Die zu

untersuchende entsalzte S1b-Fraktion (vom 20.04.1998) besitzt folgende Zusammensetzung.

Tab. 1.1: Auszug der Zusammensetzung der entsalzten S1b-Fraktion [12] !

Trockensubstanz (TS) |61,6 °Bx
Roh-Asche (550 °C) 5,14 %
Sulfat-Asche (800 °C) |5,78 %

Leitfahigkeit 3,30 mS/cm

pH-Wert 8,33

Farbe 60.200 ICUMSA-Einheiten
Raffinose 4,20 %

Saccharose 41,2 %

! Zur Erlduterung: 1 °Bx =1 % TS; 1 ICUMSA-Einheit = das Tausendfache der auf die Trockensubstanzkon-

zentration bezogenen Extinktion bei einer Wellenldnge von A = 420 nm
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Da die in der chromatographischen Melasseentzuckerung genutzten lonenaustauscherharze
keine ausreichende Trennung bewirken, sollen in der hier vorliegenden Arbeit andere chroma-
tographische Trennmethoden auf ihre Verwendbarkeit in der Kohlenhydratseparation hin
untersucht werden. Die Auswahl der Trennmaterialien erfolgt aufgrund erfolgreicher Trenn-

versuche, die in der Literatur beschrieben sind.

Shimizu [21] benutzt z. B. in seinem Laboratorium folgende chromatographische Methoden,
um Mono- und Oligosaccharide zu trennen: Sephadex G-10, Sephadex G-15, Polymer-ba-
sierte Gele, wie z. B. Bio-Gel P-2, Ca-beladene Gele (z. B. Supelcogel Ca), starke Kationen-
austauscher (-SOs;H)-Harze und schwache Anionenaustauscher-Harze. Fiir die hier vorge-
stellte Arbeit fanden zum einen im Bereich der Affinitits-Chromatographie die immobilisierte
Metall-Affinitdts-Chromatographie sowie unterschiedliche Tridgermaterialien fiir die Gel-
Chromatographie Anwendung. Nachfolgend soll eine Ubertragung der Laborversuche auf
industrielle Anlagen erfolgen. Deshalb sollten chromatographische Auflésungen von iiber 0,8

bei einer FlieBgeschwindigkeit von einem Bettvolumen pro Stunde erreicht werden.
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2 Theoretischer Teil

Der russische Botaniker Michael Tswett entwickelte 1903 das Prinzip der Chromatographie,
als er Pflanzenextrakte mit Hilfe von einer mit Calciumcarbonat gefiillten Glassdule auf-
trennte[22]. Die Suche nach geeigneten Tridgermaterialien war anfangs schwierig, Erfolge
brachten schlieBlich Agarose, Dextrane und Cellulose. Daraus entwickelten sich die verschie-
denen chromatographischen Techniken wie z. B. Gaschromatographie (GC), Diinnschicht-
Chromatographie (DC), Ionenaustausch-Chromatographie, Ausschluf3-Chromatographie (Gel-
Chromatographie), Reversed Phase Chromatographie und Affinitdts-Chromatographie.

In der hier vorliegenden Arbeit sollen die Anwendung der immobilisierten Metall-Affinitéts-
Chromatographie (IMAC) und der Gel-Chromatographie mit verschiedenen Trigermaterialien
bei der Trennung von Zuckergemischen untersucht werden. Im folgenden werden zunichst
wichtige chromatographische Kenngréf3en und deren Berechnung vorgestellt. Anschlieend
erfolgt eine Einfiihrung in theoretische Aspekte der verwendeten chromatographischen Trenn-
methoden sowie eine wissenschaftliche Einfiihrung in Metallkomplexe mit Zuckern, welche
die Grundlage fiir den Einsatz der IMAC darstellen. Zum Abschluf3 wird kurz die verwendete

Analysenmethode vorgestellt.

2.1 Chromatographische Kenngrof3en

Nach Auftragen einer Probe wandern die einzelnen Komponenten als Banden mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit durch das Chromatographiematerial der Sdule und werden so
getrennt [22]. Durch die Auftragung der Komponentenkonzentrationen, die fiir jeden Bestand-
teil der Probe nach dem Sdulendurchgang als GauB3-Verteilung erscheinen, gegen die Zeit
erhilt man ein Chromatogramm. Daraus kann man einerseits bereits visuell die Trennkapa-
zitdt der verwendeten Sdule beurteilen, andererseits jedoch auch mathematisch die Auftren-

nung berechnen.

Die folgende Abbildung 2.1 stellt die wichtigsten Kenngréflen eines Chromatogramms dar.
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Signal

Wi

v

W,

Zeit
Abb. 2.1:  Schematische Darstellung eines Chromatogramms mit den wichtigsten Kenngrofien

Die Abkiirzungen bedeuten:
to Totzeit bendtigte Zeit von der Injektion bis zur

Detektion fur eine nicht retardierte Substanz
t1/t Retentionszeit fir
Substanz 1 bzw. 2

Zeit bis zur Detektion einer retardierten Substanz
h,/h, Peakhohe fiir

Substanz 1 bzw. 2  Abstand vom Peak-Maximum bis zur Basislinie
w1/ wWo Peakbreite fir

Substanz 1 bzw. 2  an der Basislinie gemessen

AuBer diesen Kenngréfen sind auch die Varianz o’ und die Halbwertsbreiten Wiy, (S.
Abbildung 2.2) von groBler Aussagekraft.
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Signal

Wendepunkt

0,607 h

=t >
; W|40 Zeit

Abb. 2.2: Bestimmung weiterer Kenngrofien aus einem Chromatogramm [nach 23].

Mit Hilfe der chromatographischen Auflésung R kann die Trennqualitidt der Sdule fiir die

untersuchten Substanzen bestimmt werden. Dabei gilt:

R=2 (L=t) (Gl. 2.1)
(W, +w,)
mit: t;: Retentionszeit Substanz 1 w1: Peakbreite Substanz 1
t,: Retentionszeit Substanz 2 wy: Peakbreite Substanz 2

Mit Hilfe der chromatographischen Auflosung R wird die Qualitét einer Trennung zweier
Substanzen angegeben. Sie beriicksichtigt nicht nur die jeweilige Peakform, sondern setzt
ebenso das Verhéltnis der beiden Retentionszeiten zueinander in Beziehung. Bei R = 1,5
liegen die beiden Komponenten zu 99,7 % getrennt vor, bei einer chromatographischen Auf-
16sung R = 1 immerhin noch zu 98 %. Die Auflosung ist von der Bodenzahl n einer Sdule
abhéngig.

Die Grofle der Bodenzahl n ist ein MaB fiir die Trennqualitit einer Sdule und wird aus der

Elution eines spezifischen Analyten berechnet [24]:

2
n:16[i) (Gl. 2.2)
w
mit; t: Retentionszeit

w: Peakbreite
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Die Bodenzahl n ist eine spezifische Grofe einer Sdule und héngt vor allem von der Teil-

chengrofe des Triagermaterials und der Qualitdt der Sdulenpackung ab.

Schwierigkeiten in der Berechnung der chromatographischen Kenngréf3en ergeben sich, wenn
ein Peak asymmetrisch ist, das heit ein Fronting oder Tailing aufweist. Die Peak-Asym-

metrie T wird bei 10 % der Peakh6he berechnet zu [25]:

__bOJ
T= (Gl. 2.3)
4y,
mit: bo.1: Distanz zwischen Peak-Maximum und Peak-Ende, gemessen auf 0,1 h

ao,1: Distanz zwischen Peak-Front und Peak-Maximum, gemessen auf 0,1 h

Die folgende Abbildung 2.3 verdeutlicht diesen Zusammenhang.

»

h

Signal

/as | b N\ J0.1h

y

Zeit'
Abb. 2.3:  Asymmetrischer Peak [nach 25].

Dabei sollte T nicht groBer als 2,5 sein, da sonst eine quantitative Auswertung mit zu grof3en

Fehlern behaftet ist. In der Praxis wird eine Trennséule als gut bezeichnet, wenn der Asym-

metrie-Faktor zwischen 0,9 und 1,2 liegt.
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2.2 Mathematische Grundlagen zur Berechnung chromatographischer

Kenngrofien

Bei der Trennung der beiden Kohlenhydrate kénnen durch Messung der Raffinose- und
Saccharose-Konzentrationen in den off-line Proben wichtige chromatographische Kenngrof3en
durch Anpassung an eine theoretische Kurve bestimmt werden. Die theoretischen Grundlagen

fiir dieses Vorgehen werden in diesem Kapitel kurz vorgestellt.

Als ideale Verteilung von MeBwerten bei chromatographischen Prozessen wird die Normal-
verteilung nach Gaull angenommen. Die Gleichung fiir die Gau3sche Glockenkurve lautet

[26]:

[ L (- “)2} (Gl. 2.4)

f(t)=
(0=- J_ =
mit: u:  Mittelwert

c: Standardabweichung

An der Stelle des Mittelwertes befindet sich das Kurvenmaximum, die Wendepunkte liegen
jeweils eine Standardabweichung vom Mittelwert entfernt. Je groBer die Standardabweichung,

desto flacher ist die Kurve.

Durch den Mittelwert der normalverteilten MeBBwerte ist die Lage der Verteilung im Ver-
hidltnis zur x-Achse bestimmt. Dieser entspricht fiir die Trennung der Saccharide der Reten-
tionszeit. Da im vorliegenden Fall nicht die Verteilungen der MeBwerte, sondern der Konzen-
trationsverlauf der Zucker zu den entsprechenden Elutionszeitpunkten angepal3t werden sol-

len, muB hier nicht die Kurve selbst, sondern die integrierte Fliche betrachtet werden.

jf(t)dt—jN G\/_ ex p|: L (@ “)2}& N (GL. 2.5)

—oo

Da beide Eluenten nebeneinander bestimmt werden und das Konzentrationsverhéltnis bekannt
ist (N, = a-Nj; mit a: Konzentrationsverhiltnis der Saccharide), kann diese Grofle als An-
nahme mit beriicksichtigt werden. Dadurch ergeben sich fiir die theoretischen Kurven beider

Saccharide folgende Gleichungen:
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-
Fiir die Raffinose-Konzentration ¢, ... =N, S exp 1 w (Gl. 2.6)
Or /2T | 2 oy ]
-
Fiir die Saccharose- cgy,, =N, 1 exp A w (GL.2.7)
. Gg4/2T 2 o
Konzentration - -
mit: or: Standardabweichung Raffinose-Verteilung

Os: Standardabweichung Saccharose-Verteilung
tr: Retentionszeit Raffinose

ts:  Retentionszeit Saccharose

Zu jedem Zeitpunkt t;, fiir den MeBwerte vorliegen, wird die quadratische Abweichung zwi-
schen MeBwert und theoretischem Wert berechnet. Durch Minimierung der Summe dieser
Fehlerquadrate mit Hilfe des Newton-Verfahrens konnen zudem die Parameter fiir die Stan-
dardabweichungen und die Retentionszeiten fiir beide Kohlenhydrate bestimmt werden. An-
hand dieser Werte 148t sich nach Gleichung 2.1 (s. Kapitel 2.1) die chromatographische Auf-

16sung R berechnen.

Zum besseren Verstindnis ist das verwendete Verfahren noch einmal in Abbildung 2.4

graphisch dargestellt.

A Raffinose, off-line Proben ®  Saccharose, off-line Proben
------- Raffinose, theoretische Werte Saccharose, theoretische Werte

relative Einheit
relative Einheit

Zeit [min]

Abb. 2.4: Bestimmung chromatographischer Kenngrofien mit Hilfe theoretischer Kurven.
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Fir die chromatographischen KenngrofBen ergeben sich fiir das hier gezeigte Beispiel

folgende Werte:
t (Raffinose) = 31,99 min, ¢ (Raffinose) = 0,99 min
t (Saccharose) = 36,01 min, ¢ (Saccharose) = 1,51 min

und mit w = 46 (vgl. Abbildung 2.2) ergibt sich eine chromatographische Auflésung von
R =0,80.

2.3 Gel-Chromatographie

Die Anwendungen der Gel-Chromatographie lassen sich in fiinf grole Bereiche aufteilen

[24]:

Reinigung

e Aufkonzentrierung

e Entsalzung

e Relative molekulare Massenbestimmung

e Protein-Bindungs-Untersuchungen.

Dabei spielt die Reinigung von Substanzgemischen die grofite Rolle. Am héufigsten ist Gel-
Chromatographie in der Protein-Chemie verbreitet. Hier finden meist mehrere Anwendungs-
moglichkeiten der Gel-Chromatographie Verwendung, so zum Beispiel im letzten Schritt der

Gewinnung von Proteinen, beim Polishing [27] oder bei der Entsalzung.

Auch in der Zuckerchemie wurde schon frith der mogliche Einsatz von Gel-Chromatographie
untersucht. Ubersichten aus den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts findet man bei
Granath [28; 29]. Einen kurzen Uberblick iiber den Einsatz der Gel-Chromatographie zur

Trennung von Starkeprodukten zeigt Praznik [70].
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2.3.1 Theoretische Grundlagen der Gel-Chromatographie

Mit Hilfe der Gel-Chromatographie zeigten Porath und Flodin 1959 als erste die Trennung
von wasserloslichen Makromolekiilen aufgrund ihres Grofenunterschiedes [30]. Bei diesem
Verfahren wandern Molekiile in einer Séule durch ein pordses Material und werden aufgrund
eines "Siebeffektes" separiert. Daraus leiten sich auch die verschiedenen Namen dieser
Technik ab: Die GroBenausschluBB-Chromatographie (size exclusion chromatography, SEC)
wird im Fall von wéfirigen Trennsystemen auch Gel-Filtrations-Chromatographie (GFC) und

bei nichtwifrigen Systemen auch Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) genannt.

Gel-Chromatographie (SEC)

—

wilrige Systeme: GFC nichtwélrige Systeme: GPC

Die wichtigsten Faktoren in der Gel-Chromatographie sind die Bett-Geometrie und die
FluBrate. Fiir ersteres spielen nicht nur die Betthohe und der Bettdurchmesser eine Rolle,
sondern auch verschiedene Volumina: Das Gesamtbettvolumen V; (oder auch BV) wird wie

ein Zylinder aus Hohe und Durchmesser des Gelbettes berechnet (V = hrir?).

Das Hohlraumvolumen, auch interstitieller Raum oder Totvolumen genannt, V, beschreibt
das Volumen der fliissigen Phase zwischen den Gelkoérnern. Dieses Volumen wird mit Hilfe
einer Substanz, die nicht vom Gelbett retardiert wird, {iber die Messung des Elutionsvolumens
bestimmt. In der Gel-Chromatographie wird héufig Dextran blue mit einer Molekiilmasse von
iiber 2 Millionen Da verwendet. In Abbildung 2.5 sind die verschiedenen Variablen zur Be-

schreibung eines Gelbettes noch einmal veranschaulicht.

> 4.>

(4
@

>
%

o

o8

S
g

3

Vo Vi Vi

Abb. 2.5: Variablen zur Bestimmung des chromatographischen Betts [nach 31].
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Abbildung 2.6 zeigt schematisch eine Trennung von Molekiilen mittels SEC und dem daraus

resultierenden Chromatogramm.

Proben- GréRen- gr. Molekule kl. Molekile
aufgabe auftrennung eluieren eluieren

c
&

Chromatogramm
Injektion
v

Retentionszeit

Abb. 2.6:  Schematische Darstellung der Trennung von Probenmolekiilen bei der Gel-Chro-
matographie mit resultierendem Chromatogramm [nach 32].

Fiir den Trennmechanismus bei der Gel-Chromatographie wurden zahlreiche Modelle ent-
wickelt. Dabei spielen die Trennung durch den FluB, geometrische Uberlegungen, begrenzte
Diffusion und thermodynamische Uberlegungen eine Rolle [23]. Jedoch sind dies alles nur
vereinfachte Vorstellungen; der tatsdchliche Vorgang ist noch nicht vollstindig geklart. Mit
Hilfe der folgenden geometrischen und thermodynamischen Modelle soll der Trennmecha-

nismus veranschaulicht werden.

2.3.1.1 Geometrisches Modell (Porenmodell) der Gel-Chromatographie

Das geometrische Modell vereinfacht die komplizierte Porenform eines Gels in konische oder
zylindrische Porendffnungen (s. Abbildung 2.7). Natiirlich spielt auch die molekulare Konfor-
mation der Probenmolekiile eine Rolle; hier werden sie jedoch vereinfacht als runde Kugeln

angesehen.
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Abb. 2.7: Geometrische Modelle der Gel-Chromatographie: konische Porenéffnung (links),
zylindrische Porenoéffnung (rechts) [nach 23].

Das konische Modell nimmt eine Verengung der Pore mit zunehmender Entfernung zur
Aullenseite an. Die Probenmolekiile kdnnen so weit in die Pore eindringen, wie es das Ver-
hiltnis Pore zu Molekiildurchmesser zuldBt. Die kleinsten, in Abbildung 2.7 links schwarz ge-
zeichneten, Molekiile konnen tief in die Pore eindringen und ihnen steht somit das gesamte
Porenvolumen zur Verfligung. Sie eluieren durch die lange Verweilzeit daher zuletzt. Das
mittelgroBe Molekiil (dunkelgrau) kann nur so weit in die Pore eindringen, bis der Durchmes-
ser des Molekiils dem Porendurchmesser an dieser Stelle entspricht. Das grofite Molekiil
(hellgrau) wiederum kann nicht in die Pore eindringen und verldft deshalb die Séule zuerst.

Die Molekiile werden demnach nach sinkendem Durchmesser aufgetrennt.

Beim zylindrischen Porenmodell wird angenommen, dal die Pore iiberall den gleichen
Durchmesser hat. Jedoch ist das zugéngliche Porenvolumen fiir Kugeln nicht gleich dem
Gesamtporenvolumen, sondern hingt vom Molekiildurchmesser ab. Fiir kleine Molekiile
(schwarz) steht ein groferes Porenvolumen (schraffierte Fldche) als fiir groflere Molekiile
(dunkelgrau; Porenvolumen hellgrau) zur Verfiigung. Die groBBeren Molekiile eluieren deshalb

schneller als die kleineren Molekiile.

Dieses Modell geht jedoch von einer idealen Porenstruktur in der Matrix aus, und auch die
Molekiilstruktur der Probe ist nicht ideal, wie in dem Modell angenommen. Eine komplexere

Betrachtungsweise wird mit dem thermodynamischen Modell wiedergegeben.
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2.3.1.2 Thermodynamisches Modell (Knduelmodell) der Gel-Chromatographie

Die Bildung eines thermodynamischen Gleichgewichtes zwischen einem Polymer im inter-
stitiellen Raum und dem Porenvolumen stellt die Grundlage fiir die Uberlegungen des ther-

modynamischen Modells dar.

Die folgende Gleichung 2.8 beschreibt den Verteilungskoeffizienten K fiir einen geldsten

Stoff im Gleichgewicht zwischen zwei Phasen [33].

0 0
K= exp(— AR}"IF )exp(As J (Gl. 2.3)

mit: R:  Gaskonstante

T:  absolute Temperatur
AH": Enthalpieinderung

AS: Anderung der Konformationsentropie, wenn 1 Mol des geldsten Stoffes bei
Standardbedingungen vom interstitiellen Volumen in die Pore iiberwechselt.

Bei idealem Verhalten finden in der Gel-Chromatographie keine Wechselwirkungen zwischen
dem gelosten Stoff und dem Gel statt; die Enthalpieéinderung ist gleich Null. Der Verteilungs-

koeffizient Ksgc bei der Gel-Chromatographie vereinfacht sich zu:

0
Kge = exp(As J (GL 2.9)

Da die Konformationsfreiheitsgrade eines Molekiils in den Poren der Packung stirker einge-
schriankt sind als im umgebenden Raum, nimmt die Entropie der Kette durch Eindringen in
die Pore ab. Die Triebkraft fiir AS® entsteht durch den Konzentrationsgradienten des geldsten
Stoffes zwischen Pore und interstitiellen Raum. Die Beschrankung der Konformationsfreiheit
einer flexiblen Kette in den Grenzen einer Pore verursacht ein Abnehmen der Entropie. Da-
durch wird das Vorzeichen von AS® negativ und der Wert des Verteilungskoeffizienten Kggc

liegt zwischen Null und Eins. Die folgende Abbildung 2.8 verdeutlicht den Zusammenhang.
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v
28 V'S
o C
AS « 0 AS <0 AS=0
Ksgc — 0 Ksec = 0,5 Ksec =1
Ve =Vy Ve <V Ve =V

Abb. 2.8: Thermodynamisches Modell der Gel-Chromatographie: Elution verschieden grofier
Molekiile [nach 23].

Bei groBen Molekiilen, die von der Pore ausgeschlossen sind, wird AS” sehr klein und Ksgc
geht gegen Null. MittelgroBe Molekiilen dagegen, die in etwa das Ausmal} der Pore besitzen,
belegen ein begrenztes Porenvolumen. Dadurch wird AS° negativ und Ksgc nimmt zu. Bei
sehr kleinen Molekiilen steht dem geldsten Stoff letztendlich das gesamte Porenvolumen zur

Verfiigung. Dadurch tritt keine Anderung in AS” und Kggc auf.

Im Gegensatz zu allen anderen Trennmethoden ist der Verteilungskoeffizient in der Gel-
Chromatographie Kggc unabhédngig von der Temperatur und hiangt nur von der Groéfle und
Form des Molekiils und der Poren ab. Andere Faktoren sind allerdings temperaturabhdngig:
So héngt die MolekiilgroBe des gelosten Stoffes von der Temperatur ab, und bei nicht-starren
Packungen kann die Porengrofle durch Temperaturdnderung variieren. Allgemein wurde fest-
gestellt, dal bei zunehmender Temperatur die Bandenverbreiterung abnimmt. Hohere

Temperaturen konnen ebenfalls hilfreich sein, um die Loslichkeit der Proben sicherzustellen.

2.3.2 Saulenmaterialien

Generell wird in der Gel-Chromatographie zwischen flinf Arten von Materialien unter-
schieden: Quervernetzte Dextrane, Agarose, Polyacrylamid, Polyacryloylmorpholin und Poly-
styrole. Drei Arten finden jedoch nur breitere Anwendung: Agarose (z. B. Bio-Gel A,
Sepharose), Dextrane (z. B. Sephadex, Sephacryl) und Polyacrylamide (z. B. Bio-Gel P,
Toyopearl).
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Dextrane waren die ersten Trennmaterialien, die in der Gel-Chromatographie zum Einsatz
kamen. Durch Fermentation von Saccharose mit Leuconostoc mesenteroides-Stimmen wer-
den die Polysaccharide hergestellt [31], die ausschlieBlich aus Glucose aufgebaut sind und zu
90 % o-1,6-glycosidische Bindungen enthalten. Das Rohdextran wird gereinigt, partiell hy-
drolysiert und mit Ethanol fraktioniert ausgefillt. Danach werden die Dextrane mit Hilfe von
Epichlorhydrin zu einem dreidimensionalen Netzwerk quervernetzt, wodurch es in Wasser
schwerloslich wird. Es bleibt weiterhin hydrophil und quillt in waBrigen Medien schnell auf.

Abbildung 2.9 links zeigt einen Ausschnitt der schematischen Struktur von Sephadex.

7CH2 "\IHZ
0 _
OH )—OCH, C‘:—O
HO o CHz—CH—CHy—CH—CHy—CH-———
OH O-CH _ _
OH 2 C=0 C=0
HO o) \ \
> fon )o- NH NH,
CHpHO CH,
Heon  OH !
\ NH
CHe L
g 6=0
HO (N CH2*CH70H2*CH*CH2*C‘:H ”””
—O0-CHp O—CH, = =
0 d Q ¢=0 ¢=0
OH O—CH, OH O "\IH NH2
? o OH C‘le
GHe NH; NH NH;
Hyon o—C o &=
G | e
OH CHy—CH—CHp—CH—CH—CH-——

Abb. 2.9:  Ausschnitt aus den schematischen Strukturen von Dextran-Gel (links) und dem
Polyacrylamid-Gel Bio-Gel P (rechts).

Dextrane sind in verschiedenen Typen erhéltlich, die sich zum einen durch ihr Quellvermdgen
und zum anderen durch den Grad der Vernetzung unterscheiden. Das Quellvermdgen eines
Gels nimmt ab, wenn eine groflere Menge an Epichlorhydrin zugegeben wird, bzw. wenn das
Molekulargewicht des Dextrans zunimmt [34]. Die Gele sind in einem pH-Bereich von pH 2—
13 stabil. Durch freie Carboxyl-Gruppen konnen jedoch Wechselwirkungen mit Kationen
stattfinden. Deshalb sollten Laufmittel mit einer lonenkonzentration iiber 20 mM vermieden

werden [35].
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Agarose-Gele werden aus Agar hergestellt und bestehen aus linearen Polysacchariden, deren
Kette abwechselnd D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-galactose enthidlt. Thre gelbildenden
Eigenschaften fiihrt man auf zahlreiche Wasserstoff-Briicken inter- und intramolekularer Art
zuriick. Aufgrund ihrer stark hydrophilen Eigenschaften und dem nahezu volligen Fehlen
geladener Gruppen treten bei Agarose-Gelen wie bei den Dextranen nur geringe Denatu-
rierung und kaum Adsorption der empfindlichen biochemischen Substanzen auf. Agarose-
Gele werden deshalb hauptsdchlich bei der Fraktionierung von Molekiilen mit grofler Mole-
kiilmasse, z. B. Viren, Phagen und Zellpartikeln verwendet. Das Material ist anfillig fiir
Bakterienwachstum, deshalb sollte zur Verhinderung des Bewuchses dem Elutionsmittel
immer Natriumazid zugegeben werden. Ebenfalls konnen keine Wasserstoftbriicken-brechen-
de (z. B. Harnstoff) oder organische Losemittel verwendet werden, da diese das Trennmaterial

zerstoren [34]. Die Gele sind im allgemeinen in einem pH-Bereich von pH 3—12 stabil [35].

Polyacrylamid-Gele finden ihre Hauptanwendung in der Gel-Elektrophorese. Doch seit An-
fang der sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts finden diese Materialien auch Einzug in der
Gel-Chromatographie. Die vollsynthetischen Gele werden in der Hitze zum Beispiel bei Bio-
Gel P aus Acrylamid und N,N’-Methylen-bis-acrylamid copolymerisiert. Abbildung 2.9

rechts zeigt einen Ausschnitt eines Bio-Gel P-Gels.

Auch Bio-Gele vom P-Typ sind mit verschiedenen Eigenschaften erhéltlich, die sich ebenfalls
in ithrem Quellvermogen und durch ihre unterschiedlichen Ausschlufligrenzen unterscheiden.
Die Gele sind bei Raumtemperatur in einem pH-Bereich von pH 2—10 stabil. Der Vorteil vom
Bio-Gel P-Typ ist, dall dieses Polyacrylamid-Gel laut Herstellerangaben kaum dem Befall

durch Mikroorganismen unterliegt.

2.4 Immobilisierte Metall-Affinitiats-Chromatographie

Die immobilisierte Metall-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) stellt eine Untergruppe der
Affinitats-Chromatographie dar. Das Trennprinzip beruht auf der spezifischen, jedoch rever-
siblen Adsorption eines Molekiils an einen speziellen, matrixgebundenen Bindungspartner.
Typische Bindungspaare fiir die Affinitits-Chromatographie sind zum Beispiel Enzym und

Coenzym oder Antigen und Antikorper.
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Die IMAC wurde 1975 von Porath fiir Separationen von Proteinen entwickelt [36]. An eine
stationdre chelatisierende Matrix werden Metallionen gebunden, die mit speziellen Gruppen
(z. B. Histidin-Reste) schwache Koordinationsbindungen eingehen konnen. Die Matrizes kon-
nen anorganischen (Silika-Gel), biologischen (Agarose) oder synthetischen Ursprungs sein.
Als chelatisierende Liganden werden Molekiile mit Iminodiacetat-Struktur verwendet, wie
z. B. Iminoacetessigsdure (IDA), Nitrilotriessigsdure (NTA) oder Tris-(carboxymethyl)-
ethylendiamin (TED) (s. Abbildungen 2.10 und 2.11).

CH,COO'
?H CH,COO® (|3H /N\
—CH,CH-CHy~N_ —CH,CH-CH  CHC00
CH,COO’ :
CH,COO0

Abb. 2.10: Struktur von zwei immobilisierten Metall-Chelatisierungs-Liganden. Links: Imino-
acetessigsidure (IDA) und rechts: Nitrilotriessigsiure (NTA).

Der Nachteil der schon lange verwendeten Iminoacetessigsdure besteht darin, daf sie nur drei
Metall-chelatisierende Bindungsstellen hat, wihrend andere Substanzen vier oder mehr
Bindungsstellen besitzen, wie z. B. Tris-(carboxymethyl)-ethylendiamin mit fiinf Kom-
plexierungsstellen (s. Abbildung 2.11).

stationdre Phase

X /CHOH

CH,
/
o Ve
o \CHz
Me |
\\\\N/CHz
O
N N\
A CHy CHy
O—=C

Abb. 2.11: Schematische Darstellung des Liganden Tris-(carboxymethyl)-ethylendiamin (TED)
[nach 37].

Die chelatisierenden Liganden verbinden sich fest mit Metallionen, wie z. B. Zn2+, Cu 2+, Ni**

oder auch Ca”". Thre Struktur ermdglicht es, daB nicht alle Koordinationsstellen des Metalls
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belegt sind. Die freien Stellen sind locker mit Losemittel-Molekiilen besetzt und kénnen

durch einen stirkeren Bindungspartner, z. B. einem Protein, ersetzt werden.

Die immobilisierte Metall-Affinitéts-Chromatographie wird hauptsidchlich zur Aufreinigung
von Proteinen und Peptiden verwendet. Eine Ubersicht iiber die stetig wachsende Anwendung
der IMAC geben Sulkowski [38], Fatiadi [39] und Kagedal [40]. Zuséitzlich zur Proteinreini-
gung wird die IMAC auch in anderen analytischen Applikationen verwendet, wie dem Map-
ping proteolytischer Abbauprodukte, bei der Analyse von Peptid-Aminosdure-Verbindungen
oder der Aufklarung von Protein-Oberflachenstrukturen [41].

2.5 Metallkomplexe mit Zuckern

Kohlenhydrate sind als Energiequellen unentbehrlich fiir den lebenden Organismus und
spielen ebenfalls in vielen weiteren biologischen Funktionen eine wichtige Rolle. Unter-
suchungen iiber Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydraten und Metallionen wurden durch
die Entdeckung, daB8 viele Zucker-metabolisierende Enzyme mit Metallionen, wie Mg®",
Mn2+, Co”" und Zn*' in den aktiven Zentren arbeiten, zunechmend interessant. Die bioanor-
ganische Chemie von Zuckern ist im Vergleich zu den der Amino- und Nucleinsduren ein
weitgehend unerforschtes Gebiet. Das liegt vor allem an ihrer Multifunktionalitit, der kom-
plizierten Stereochemie, ihrer hygroskopischen Natur und ihrer relativ geringen Koordina-
tionsfihigkeit zu Metallionen. Eine gute Ubersicht {iber Zucker-Metall-Komplexe findet man
bei Angyal [42], der jedoch hauptsidchlich Monosaccharide untersucht hat. Er fand heraus, daf3
Monosaccharide sehr schwache Komplexe bilden. Auch andere Gruppen, wie z. B. Burger
und Nagy [43] haben sich mit dem Thema Komplexbildung von Monosacchariden mit Metal-
len beschiftigt; die Ergebnisse sind jedoch kontrovers [44]. Eine Zusammenfassung der
Untersuchungen der letzten 20 Jahre iiber das Gebiet der Komplexbildung von Kohlenhydra-
ten mit Metallionen geben Gyurcsik und Nagy [45].

In wéBriger Losung konnen die OH-Gruppen der Zucker mit Metallkationen Wechselwir-
kungen eingehen. Dafiir ist mehr als eine OH-Gruppe pro Metallkation nétig, da die Konkur-
renz des Losemittels sonst zu groB3 ist. Es ist bekannt, dal die vorhandenen OH-Gruppen
zusétzlich noch sterisch speziell angeordnet sein sollten, damit eine starke Komplexbildung

stattfinden kann.
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Kohlenhydrate in der Pyranose-Form kénnen Komplexe mit Metallionen bilden, wenn drei
benachbarte OH-Gruppen in der Stellung axial — dquatorial — axial (ax-eq-ax) stehen [46] (s.
Abbildung 2.12, links), wie es z. B. beim cis-Inositol der Fall ist. Die seltene 1,3,5-triaxiale

(ax-ax-ax) Anordnung, auch beim cis-Inositol vorhanden, ist ebenfalls gut geeignet zur

Komplexbildung.
M
HO™ “OH
OH OH
HO OH
ax-eq-ax ax-ax-ax

Abb. 2.12: Komplexbildung von kleinen (rechts) und grofien (links) Metallionen mit cis-Inositol
mit ax-eq-ax und ax-ax-ax Konformation der OH-Gruppen [nach 47].

Angyal stellte 1981 fest [48], daB Metallionen mit einem Radius groBer als 0,8 A eher mit der
ax-eq-ax Anordnung von OH-Gruppen der Monosaccharide einen Komplex bilden und
kleinere Kationen mit einem Radius unter 0,8 A bevorzugt mit OH-Gruppen in ax-ax-ax
Anordnung. Das hingt mit der GroBe der sich bildenden Chelatringe und den dazugehdrenden
Regeln zusammen [49]: GroB3e Metallionen chelatisieren mit geringerer sterischer Belastung
als Zentralatom in einem Chelat-Fiinfring. Die ax-eq-ax Struktur maximiert die Anzahl der
Chelat-Fiinfringe, bei welchen das grole Metallion das Zentralion darstellt. Kleine
Metallionen bevorzugen die ax-ax-ax Struktur, da diese die Bildung von Chelat-Sechsringen

mit dem Kation begiinstigen.

In der Furanose-Form ist die gilinstigste Konformation zur Komplexbildung mit Metallionen
mit drei benachbarten OH-Gruppen in cis-cis-Anordnung. In Oligo- und Polysacchariden
schlieBlich nimmt der Grad der Komplexbildung gewo6hnlich mit steigender Kettenldnge zu,
teils wegen der grofleren Zahl der Komplexbildungsmdglichkeiten im Molekiil und teils
wegen der Quervernetzung zwischen den Ketten, der in einer in giinstigen Bindungsum-

gebung resultiert [43].
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Der Autbau von Saccharose und Raffinose in Abbildung 2.13 zeigt, da3 beide Zucker nicht
die ideale axial — dquatoriale — axiale Konformation der OH-Gruppen besitzen. Trotzdem
wurden schon einige Saccharose-Komplexe mit Metallionen entdeckt, so z. B. ein Eisen-
Saccharose-Komplex [50], Saccharose-Komplexe mit Mangan [51] und Komplexe mit

Calcium [52; 53] und ein Raffinose-Komplex mit Eisen bei pH 12,5 [54].

CH,OH  Saccharose
CH,OH

6
CH,OH Raffinose

CH,OH

Abb. 2.13: Schematischer Aufbau von Saccharose (oben) und Raffinose (unten).

Doch nicht nur die Konformation der Zucker, sondern auch die Grofle der verwendeten
Metallionen sind, wie bereits erwéhnt, wichtig fiir die Komplexbildung. Allgemein stellte
Angyal schon 1972 fest, dal man Metall-Kationen nach zunehmender Tendenz zur Kom-
plexbildung mit Zuckern ordnen kann [55], (hier z. B. fiir D-Glucose):

K"~ Mngr ~ Cd* <Zn®" ~Nat+ <La’" ~Sr*" < Ca®" [56].

Die Reihenfolge dndert sich jedoch fiir verschiedene Zucker. Gleichzeitig ist auch der Radius
der Metallkationen entscheidend. Der optimale Radius fiir die Komplexbildung mit Kohlen-
hydraten ist etwa 100 pm (Na', Ca’>", La’"). GroBere und kleinere Kationen bilden schwicher
wirkende Komplexe. Generell bilden Metallionen mit héheren Ladungen (+3 oder +2) stér-
kere Komplexe als die einwertigen [57]. Hadméildinen und Lonnberg [58] konnten jedoch
nachweisen, daf der Ionenradius eine groBere Rolle als die Ladungszahl spielt, da AI’* keine

stirkeren Komplexe mit Zuckern bildet als Na".

Die Stérke einer Komplexbildung zwischen einem Metall und einem Kohlenhydrat kann man
anhand der Komplexbildungskonstante bestimmen. Jedoch ist die genaue Bestimmung dieser
Konstanten schwierig und es ist hdufig unmoglich, die Ergebnisse unterschiedlicher Ver-

suchsanordnungen miteinander zu vergleichen [58].
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3 Experimenteller Teil

3.1 Entwicklung einer geeigneten Prozef3-Analytik

Ziel dieser Arbeit ist, Raffinose aus der sogenannten S1b-Fraktion (vgl. Kapitel 1.3) zu
isolieren. Verschiedene chromatographische Trennmethoden sollen auf ihre Eignung fiir die

Trennung von Saccharose — Raffinose getestet werden.

Die analytische Bestimmung von Kohlenhydraten kann auf vielerlei Wegen erfolgen: Diinn-
schicht-Chromatographie, Gaschromatographie, Fliissig-Chromatographie (LC), Kapillarelek-
trophorese und nicht zuletzt HPLC-Methoden werden in der Literatur erwdhnt. Die Diinn-
schicht-Chromatographie (DC) stellt neben der Gaschromatographie (GC) die klassische Be-
stimmungsmethode dar. Bei der GC nimmt jedoch die Vorderivatisierung der Zucker in
Trimethylsilylether sehr viel Zeit in Anspruch [59], daher wurde in der vorliegenden Arbeit
die Analytik mittels HPLC durchgefiihrt. In der HPLC-Analytik konnen verschiedene Syste-
me zum Einsatz kommen. Eine gute Ubersicht geben Churms [60; 61], Clarke [62] und
Herbreteau [63]. Es wird unterschieden zwischen Normalphasen-Verteilungschromatographie
auf Silicagel-Basis, modifiziert mit Amino- oder Cyano-Gruppen, lonenaustauscher-Ma-
terialien in Ca*-, Na™-, H'- oder Pb*"-Form und lonenchromatographie gekoppelt mit ge-
pulster amperometrischer Detektion. Bei den Kationenaustauschersdulen dient als Elutions-
mittel bidestilliertes Wasser bei erhohten Temperaturen (70-80 °C). Der Retentionsmechanis-
mus wird allgemein als eine Kombination von Liganden-Austausch, hydrophobischer Adsorp-
tion und Ionen- oder GréBenausschlufl beschrieben [64]. Hier spielen also andere Faktoren als

die Komplexbildung zwischen einem Kohlenhydrat und einem Metallion eine Rolle.

Um die Effizienz der verwendeten chromatographischen Methode fiir die Trennung von
Saccharose und Raffinose zu ermitteln, wurde folgende HPLC-Methode entwickelt: Die ana-
lytische Bestimmung der Kohlenhydrate in den Proben (Standardproben und verdiinnte S1b-
Fraktion) erfolgte {iber eine Amino-Siule (Merck KGaA, Darmstadt) in einem Merck—Hitachi
HPLC-System. Die kovalent gebundenen Aminogruppen der stationdren Phase wirken in
Wasser als schwacher lonenaustauscher und trennen mit einem Wasser/Acetonitril-Gemisch
als Laufmittel hervorragend Zucker. Die Aminogruppe bewirkt eine Entmischung des Eluen-
ten in eine wasserreiche stationire Phase. Die Probe verteilt sich im Eluenten und der mit

Wasser angereicherten stationidren Phase und die Kohlenhydrate werden so getrennt.
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Tab. 3.1:

Ubersicht der verwendeten ProzeBparameter fiir die HPLC-Analytik.

Sdule, Vorséule LiChrospher 100 NH,,5 pm (Merck KGaA)
Elutionsmittel Acetonitril — Bidest. Wasser (80:20)
FluBrate I mL/min

Temperatur 30 °C

Detektion Brechungsindex

Abbildung 3.1 zeigt als Beispiel das HPLC-Chromatogramm einer Zuckerlosung. Die Zucker

werden in der Reihenfolge ansteigender Molekiilmasse aufgetrennt, d. h. erst werden die Mo-

nosaccharide, dann die Disaccharide und schlieB8lich die Trisaccharide eluiert.

Abb. 3.1:

100 4

80

60

40

Signal [mV]

20

Glucose

Injektions-
signal

Saccharose

Raffinose

Zeit [min]

HPLC-Chromatogramm einer Zuckerlosung.

Probe: Glucose (7,4 g/L), Saccharose (7,7 g/L) und Raffinose (7,5 g/L).

Sédule: LiChrospher 100 NH,, Laufmittel: Acetonitril — Bidest. Wasser (80:20),

1 mL/min, 30 °C.
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3.1.1 Linearer Bereich der verwendeten HPLC-Methode

Zur Gewihrleistung zuverldssiger Analysenergebnisse mufl die Analytik in einem linearen
Signalbereich durchgefiihrt werden. Saccharose kann in realen Proben in einem fast zehn-
fachen UberschuB3 gegeniiber Raffinose vorliegen. Daher ist es wichtig, daB die Saccharose-
konzentration auch in einem hohen Konzentrationsbereich zuverlissig bestimmt werden kann.
In der von der Amino GmbH, Frellstedt, zur Verfligung gestellten unverdiinnten S1b-Fraktion
liegt die Saccharose-Konzentration bei 412 g/L (vgl. Tabelle 1.1). Die zéhfliissige Losung
wird vor dem Einsatz 1:5 mit bidest. Wasser verdiinnt, um die Viskositit zu erniedrigen.
Durch den zusitzlichen Verdiinnungseffekt wéhrend der chromatographischen Auftrennung
(ca. Faktor zwei), ist eine maximale Analytenkonzentration von 40 g/L fiir Saccharose und
5 g/L fiir Raffinose zu erwarten. Daher muf} die verwendete Methode in diesem Konzentra-
tionsbereich einen linearen Zusammenhang der jeweiligen Zucker-Konzentration zur Signal-
fliche liefern. Anderenfalls miiliten die Proben zweimal gemessen werden: Einmal, um die
Raffinosekonzentration bestimmen zu konnen und ein weiteres Mal eine verdiinnte Probe, um

die hohere Saccharosekonzentration zu ermitteln.

Der lineare Konzentrationsbereich der verwendeten Séule ist in Abbildung 3.2 fiir Saccharose
und in Abbildung 3.3 fiir Raffinose dargestellt. Die lineare Regression erfolgt mit den MeB-
punkten einer Dreifachbestimmung der einzelnen Proben. Die verwendeten Zuckerlosungen

wurden in bidest. Wasser angesetzt.

160 -
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mittlere Peakflache [RU]
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Abb. 3.2: Lineare Regression fiir die Saccharosebestimmung im Bereich von 0,27 — 39,88 g/L..
Sédule: LiChrospher 100 NH,, Laufmittel: Acetonitril — bidest. Wasser (80:20),
1 mL/min, 30 °C.
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Fiir Saccharose wurden Konzentrationen von 0,27 g/L bis 39,88 g/L und fiir Raffinose von
0,27 g/L bis 16,10 g/L gemessen. Fiir den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich be-
steht ein linearer Zusammenhang zwischen Zucker-Konzentration und Signalfldche. Der Re-
gressionskoeffizient betrdgt fiir die Saccharosebestimmung R = 0,99961, fiir die Raffinosebe-

stimmung R = 0,99829.
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Abb. 3.3: Lineare Regression fiir die Raffinosebestimmung im Bereich von 0,27 — 16,10 g/L.
Sédule: LiChrospher 100 NH,, Laufmittel: Acetonitril — bidest. Wasser (80:20),
1 mL/min, 30 °C.

Durch die Linearitit der verwendeten HPLC-Methode in dem relevanten Konzentrationsbe-
reich ist es mdglich, in den realen Proben mit einer einzigen Messung gleichzeitig die Saccha-

rose- wie auch die Raffinose-Konzentrationen zu bestimmen.

3.1.2 Charakterisierung der HPLC-Methode

3.1.2.1 Genauigkeit der Methode in Abhdngigkeit von der Probenzusammensetzung

Hier wird untersucht, in wie weit die Konzentrationsbestimmung von Saccharose und Raffi-
nose von der Zusammensetzung der Probe abhéngig ist. Dazu werden zwei Losungen mit je
10 g/L Saccharose bzw. Raffinose im Verhéltnis 0 %/100 % bis 100 %/0 % in 10 %-Schritten
gemischt und danach die Zucker-Konzentrationen bestimmt. Die Messungen erfolgen als
Dreifachbestimmung. Der berechnete Mittelwert mit der jeweiligen Standardabweichung ist

in Abbildung 3.4 aufgetragen.
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Abb. 3.4: Signalfliche im Verhiltnis unterschiedlicher Probenzusammensetzungen fiir Raffi-
nose und Saccharose.

Der Regressionskoeffizient fiir die Bestimmung der Saccharose betrigt 0,99601, der fiir Raffi-
nose liegt bei 0,98963. Die Untersuchung zeigt, dal die Zusammensetzung der Probe im
untersuchten Konzentrationsbereich keinen EinfluB auf die Genauigkeit der Konzentrations-

Bestimmung der Analyten hat.

3.1.2.2 Spezifitit der HPLC-Methode

Zur Untersuchung der Spezifitit der HPLC-Methode werden die Proben mit einem internen
Standard versetzt, der eine von Saccharose und Raffinose verschiedene Retentionszeit besitzt.
Dieses trifft auf das Disaccharid Melibiose zu, welches zwischen Saccharose und dem Tri-
saccharid Raffinose bei einer Retentionszeit von etwa 15 Minuten eluiert wird. Die Melibiose-
Konzentration betrdgt bei den Versuchen 5,08 g/L, die Raffinose- und Saccharosekonzen-
tration wird in einem Bereich von 1,5 — 15 g/L variiert. Die Proben werden jeweils dreimal
vermessen. Aus den erhaltenen Ergebnissen werden der Mittelwert der Signalflichen A und

die jeweilige Standardabweichung (sd) fiir die drei Kohlenhydrate berechnet.

Der Fehler ergibt sich als Summe der relativen Einzelfehler (Sﬁl (Raff) + sd (Mel) )

A(Raff) A (Mel)
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Die Tabelle 3.2 gibt am Beispiel der Raffinosebestimmung einen Uberblick iiber die Ergeb-

nisse in Gegenwart des internen Standards Melibiose (Mel).

Tab. 3.2: Kalibration fiir Raffinose (Raff) bei Anwesenheit eines internen Standards.
¢ (Raff) | A (Raff) o (Raf) |© (Mel) | A(Mel) |, (Mel) | Fehler A(Raff) [ c(Raff)
[g/L] |[mV:s] [g/L] [mV-s] A(Mel) | c(Mel)
1,51 [30.1587 | 10.306,2 | 5,08 1,34-E6 | 6.570,3 | 0,039 0,23 0,30
3,02 169.9234 5.196,9 | 5,08 1,33-E6 | 3.285,1 | 0,010 0,53 0,60
4,52 |1,17-E6 | 11.289,0 | 5,08 1,35-E6 [15.588,9] 0,021 0,87 0,89
7,54 |2,04-E6 5505,0 | 5,08 1,32-E6 | 1.278,4| 0,004 1,54 1,48
15,08 (4,33-E6 | 60.400,3 | 5,08 1,31'E6 | 7.988,1| 0,020 3,30 2,97

Tragt man die Quotienten der Konzentrationen (Raffinose und Melibiose) gegen den Quotien-

ten der Peakflachen beider Zucker auf, erhdlt man den in Abbildung 3.5 gezeigten Verlauf.

Abb. 3.5:

3,5

3,0

2,5

Fas
A
R = 0,99983 I
T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

c (Raff) / ¢ (Mel)

Kalibration fiir Raffinose bei Verwendung eines internen Standards.

Die Verwendung eines internen Standards (Melibiose) zeigt ebenfalls, dal die verwendete

HPLC-Methode in dem untersuchten Konzentrationsbereich préazise Ergebnisse in Bezug auf

die Konzentrationsbestimmung von Saccharose und Raffinose liefert. Der Regressions-

koeffizient dieser Auftragung liegt fiir Raffinose bei 0,99983, fiir Saccharose bei 0,99893.
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3.1.2.3 Einfluf3 von Salzen

Wie schon in Kapitel 1.2 erwédhnt, werden bei der chromatographischen Auftrennung von
Melasse bei der Amino GmbH viele Salze aus der Melasse zeitgleich mit der Raffinose
eluiert. Dadurch ist die Gewinnung von Raffinose mit akzeptabler Reinheit an dem Standort
technisch zur Zeit nicht moglich. Die Fraktion S1b (30.-40. Minute) wurde fiir die hier vor-
liegende Arbeit bei der Amino GmbH, Frellstedt, entsalzt [19; 20], um den stérenden Einfluf3
hoher Salzkonzentrationen in der Aufarbeitung zu verringern. In diesem Abschnitt soll nun

untersucht werden, inwieweit Salze Einfluf} auf die verwendete HPLC-Methode haben.

Es werden zwei verschiedene Modellsalze, Kaliumchlorid und Kaliumdihydrogenphosphat,
auf ihren EinfluB hin untersucht. Kalium stellt etwa 70 % der Gesamtkationen der Melasse
(vgl. Kapitel 1.1); bei den Anionen bilden Chloridionen etwa 48 % der Gesamtanionen-Kon-
zentration anorganischer Sduren [5]. Damit sind dies die Hauptionen in der Melasse. In der
immobilisierten Metall-Affinitats-Chromatographie wird unter anderem héufig Phosphatpuf-
fer als Elutionsmittel eingesetzt [65; 66]. Deshalb soll schon im Vorfeld untersucht werden,

ob dieses Salz einen stérenden Einfluf} auf die eingesetzte HPLC-Methode hat.

Es werden Zucker-Standards (30,15 g/L Saccharose und 20,05 g/L Raffinose) mit Losungen

unterschiedlicher Salzkonzentrationen gemischt und chromatographisch aufgetrennt.

a) Kaliumchlorid
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Abb. 3.6: EinfluBl von Kaliumchlorid auf die Trennung von Saccharose und Raffinose.
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Deutlich ist in Abbildung 3.6 ein Storpeak bei einer Retentionszeit von sechs Minuten zu
sehen. Je hoher die Konzentration von Kaliumchlorid (KCl), desto groBBer wird der Storpeak.
Zudem zeigt der Saccharosepeak bei hoherer KCI-Konzentration ein verstirktes Tailing. Der
EinfluB von KCI auf das Elutionssignal der Raffinose ist eher gering. Eine prizise Be-
stimmung von Saccharose ist somit nicht mehr moglich, da schon KCI-Konzentrationen ab

0,5 g/LL das MeBverfahren storen.

b) Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumdihydrogenphosphat- (KH,PO4-) Losung zeigt einen noch groferen storenden Einflufl
auf die verwendete HPLC-Methode. In Abbildung 3.7 erkennt man deutlich, daf3 der Saccha-
rose-Peak nicht nur extrem seine Form verdndert, sondern auch in seiner Retentionszeit zu
grofleren Werten verschoben wird. Die Raffinose ist bei der maximalen KH,PO4-Konzen-

tration (1 g/L) nicht mehr als Peak erkennbar.

200+

‘| Injektions-

ohne KH,PO,
---=-0,1g/L KH,PO,-Lésung
- - -0,5¢g/L KH,PO,-Lésung
~~~~~ 1 g/L KH,PO,-Lbsung

Saccharose

150

100

Signal [mV]

504

Zeit [min]

Abb. 3.7: EinfluBl von Kaliumdihydrogenphosphat auf die Trennung von Saccharose und Raf-
finose.

Durch das starke Tailing und das Verschieben der Retentionszeiten ist eine eindeutige Be-
stimmung der Kohlenhydrate in Gegenwart von Kaliumdihydrogenphosphat nicht mehr mog-
lich. Nur bei geringen Salzkonzentrationen von 0,1 g/L liefert die Methode zuverldssige

Ergebnisse.
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3.1.3 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, da3 die verwendete HPLC-Analysenmethode mit einer Amino-
Sdule und einem Acetonitril-Wasser-Gemisch als Eluent zur Trennung von Saccharose und
Raffinose auch bei sehr unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen der beiden Analyten

und bis in hohe Konzentrationen von Saccharose und Raffinose geeignet ist.

Anhand von zwei Modellsalzen (Kaliumchlorid und Kaliumdihydrogenphosphat) konnte ge-
zeigt werden, da3 die Trennleistung bereits bei geringen Salzkonzentrationen stark beeinfluf3t
wird: Die chromatographische Auflosung sank mit steigender Salzkonzentration, bei KH,PO4
kam es neben Peakverbreiterung und Tailing auch zu einer Verschiebung der Elutionszeiten.
Die verwendete HPLC-Methode ist somit nur fiir die Untersuchung von der entsalzten S1b-
Fraktion geeignet, bzw. miiiten die einzelnen Proben anderenfalls vor der Analyse entsalzt
werden. Der Einsatz von salzhaltigen Laufmitteln bei den folgenden chromatographischen

Trennversuchen ist somit ausgeschlossen.

3.2 Trennung von Saccharose und Raffinose mittels der immobilisierten

Metall-Affinitats-Chromatographie

3.2.1 Einfiihrung

Wie in Kapitel 2.1 erwidhnt, findet die immobilisierte Metall-Affinitéts-Chromatographie
(IMAC) derzeitig tiberwiegend bei der Aufreinigung von Proteinen Anwendung. Da zahl-
reiche Komplexe von Zuckern mit Metallionen bekannt sind, soll versucht werden, Raffinose

und Saccharose mit Hilfe dieser Technik zu trennen.

Das Saulenmaterial (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) besteht aus Sepha-
rose, an die die chelatisierende Gruppe Iminoacetessigsdure (IDA) gebunden ist. Die Partikel
besitzen einen mittleren Durchmesser von 34 um. Die Matrix bildet stabile Komplexe mit
Metallionen (z. B. Cu*', Zn*", Ni*"). Aufgrund ihrer unterschiedlichen Anzahl von OH-Grup-
pen im Molekiil sollten die Zuckermolekiile mit abweichender Affinitdt an die Metallionen

binden [43].
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Die Auswahl der Metallionen fiir die nachfolgend vorgestellten Versuche erfolgt basierend
auf Grundlagenliteratur und auf Verdffentlichungen {iber Metallkomplexe mit Zuckern (vgl.
Kapitel 2.5). Als weiteres Kriterium sollen sich die Atomradien der verwendeten Metalle in
ithrer GroBe moglichst stark unterscheiden. Bekannt ist, daB Monosaccharide bevorzugt Kom-
plexe mit Metallionen mit einem Durchmesser von 100 pm bilden [42]. Bei Oligosacchariden
spielen die sterische Anordnung der OH-Gruppen und die Groe der Zucker im Verhiltnis zur

Anzahl an OH-Gruppen ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die Komplexbildung.

Mit Mg”" wird ein relativ kleines zweiwertiges Metallkation gewahlt, mit Pb*" ein verhltnis-

miBig groBes. Co>" und Ca®” liegen mit ihren entsprechenden Radien dazwischen.

Tab. 3.3: Atomradien der verwendeten Metallionen [67]

Kation Mg”" | Co* | Ca®" | Pb*"

Radius[pm] | 66 | 72 | 99 | 120

Nachdem die jeweiligen Metallionen an die Sdulenmatrix gekoppelt wurden (vgl. Kapitel
5.1.2), werden jeweils 300 pL einer Saccharose-Raffinose-Losung (10 g/L Saccharose und 6
g/L Raffinose) auf die Séule gegeben. Als Laufmittel wird bidest. Wasser verwendet. Es
werden Fraktionen iiber einen Zeitraum von einer Minute (bzw. zwei Minuten) gesammelt
und anschliefend mittels HPLC analysiert. Die ermittelten Zuckerkonzentrationen in den

Fraktionen werden gegen die Zeit aufgetragen.

3.2.2 Ergebnisse

Abbildungen 3.8 und 3.9 zeigen beispielhaft die Laufe mit einer Co'- und einer Ca**-belade-

nen IMAC-Séule. Die Ergebnisse der Versuche mit den anderen Ionen sind vergleichbar.
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Abb. 3.8: Trennung von Saccharose und Raffinose auf einer IMAC-Siule mit Co’*" beladen.
Laufmittel: Bidest. Wasser; RT, AV 300 pL.

Beide Zucker werden nicht adsorbiert, sondern ohne Wechselwirkungen mit dem Séulen-

material sofort wieder eluiert. Eine Trennung von Raffinose oder Saccharose erfolgt nicht.

Auch die Verwendung von Ca®*, das durch seine GroBe bevorzugt Kohlenhydrate komple-

xieren sollte, zeigt kein besseres Ergebnis. Lediglich die Retentionszeit ist geringfiigig groBer.
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Abb. 3.9: Trennung von Saccharose und Raffinose auf einer IMAC-Siule mit Ca** beladen.
Laufmittel: Bidest. Wasser; RT, AV 300 pL.



3 EXPERIMENTELLER TEIL 37

3.2.3 Zusammenfassung

Wie zu erkennen ist, eignet sich das Prinzip der immobilisierten Metall-Affinitdts-Chromato-
graphie (IMAC) in der verwendeten Versuchsdurchfiihrung nicht zur Auftrennung der
Zucker, da keine Trennung der beiden Kohlenhydrate erfolgt. Offenbar findet keine Komplex-
bildung statt.

Pufferlésungen (z. B. Phosphat-Puffer) konnen als Laufmittel, wie sie bei Proteintrennungen
mit der IMAC {iblicherweise benutzt werden [65; 66], nicht eingesetzt werden, da die Salze

die Analytik stark beeinflussen (s. Kapitel 3.1.2.3).

Eine weitere Moglichkeit, um stabile Komplexe mit Zuckern zu erhalten, ist die in einigen
Veroftentlichungen angesprochene Erhéhung des pH-Wertes des Laufmittels [68]. Dadurch
werden Zuckeranionen gebildet, die eine stirkere Bindung mit den Metallkationen eingehen
konnen. Die dabei zusédtzlich eingebrachten Ionen wiirden jedoch wieder die Analytik stdren.
Aufgrund der schlechten Trennung wird von weiteren Versuchen mit der IMAC in der vor-

liegenden Arbeit abgesehen.
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3.3 Trennung von Saccharose und Raffinose mit Hilfe der Gel-Chromato-

graphie

In der Gel-Chromatographie verlassen die geldsten Substanzen das Gelbett in der Reihenfolge
abnehmenden Molekulargewichts. Die in den nachfolgend vorgestellten Experimenten ver-
wendeten Gelmaterialien sind zum Teil auf Saccharid-Basis (Sephadex-Gele), zum Teil auf
Polyacrylamid-Basis (Toyopearl-Gel, Bio-Gel P).

Die folgende Abbildung 3.10 zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten Apparatur.

Probe

N

1 l
Pumpe @ Abfall

— Thermostatmantel

| | saule

.-

Fraktionssammler

Abb. 3.10: Schematischer Aufbau der verwendeten Apparatur.

Wenn nicht anders angegeben, werden alle Versuche bei Raumtemperatur (18-25 °C) und mit
bidest. Wasser als Laufmittel durchgefiihrt. Die Fraktionen werden {iber einen Zeitraum von
je einer Minute gesammelt und anschlieBend mit Hilfe der HPLC analysiert. Die Bestimmung
der chromatographischen KenngroBen (Retentionszeit, Peakbreite) fiir die einzelnen Léufe er-

folgt durch Anpassung der Ergebnisse an eine theoretische Kurve (s. Kapitel 2.2).

Es werden zwei Glassdulen mit folgenden Abmessungen verwendet:

Tab.3.4: Verwendete Glassiulen
Saulenlinge géiulen- max. Engl. Verweindete verwendetes
urchmesser | Betthohe Betthohe Bettvolumen
Séule 1 230 mm 15 mm 200 mm 190 mm 33,5 mL
Saule 2 1000 mm 15 mm 950 mm 800 mm 141,4 mL
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Da beide Sdulen den gleichen Durchmesser haben, wird im Weiteren zur Unterscheidung nur

die Betthohe genannt.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die wesentlichen Unterschiede der verwende-

ten Gelmaterialien (Herstellerangaben).

Tab. 3.5: Eigenschaften der verwendeten Gelmaterialien (Herstellerangaben).

Durch hydr. | P 6Be | Ausschluf3

Name Polymer urchmesser, hydr. | Porengrofe | AusschluBgrenze
[nm] [pm] [Da]
Sephadex G-15 Dextran 60-181 ] 100-5.000
keine
Sephadex G-25, fine | Dextran 34-138 <1.500
Angaben

Bio-Gel P-2, fine Polyacrylamid 4590 800—4.000
Toyopearl HW-40 S | Polyacrylamid 2040 50 3.000

Der Vorteil der vollsynthetischen Polyacrylamid-Gele besteht darin, da sich keine Saccha-

ride von der Matrix 16sen konnen, die das Analysenergebnis beeinflussen konnten.

3.3.1 Sephadex G-15 und Sephadex G-25

Bei Sephadex-Materialien (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) handelt es

sich um Dextrane, die mit Epichlorhydrin vernetzt sind.

Fiir die Versuche werden Losungen aus Raffinose und Saccharose immer frisch hergestellt.
Daher werden unterschiedliche Konzentrationsverhéltnisse der beiden Zucker bei den einzel-
nen Versuchen verwendet, die jedoch so gering ausfallen, da3 kein EinfluB auf die Trenn-

qualitét der Sdulen bewirkt wird.

3.3.1.1 Ergebnisse fiir Sephadex G-15

Der Lauf mit einer Sephadex G-15 Séule 1 (190 mm) mit einem Auftragungsvolumen (AV)
von 400 pL fiihrt nur zu einer teilweisen Trennung der beiden Zucker. Die Peaks iiberlagern

sich stark (s. Abbildung 3.11).
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Abb. 3.11: Sephadex G-15, Betthohe: 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,9 mL/min; RT.
Probe: 33,4 g/L. Saccharose, 27,5 g/L. Raffinose in bidest. Wasser, AV 500 pL.

Eine Verliangerung der Trennstrecke (Sdule 2, 800 mm) fiihrt bei der Verwendung des glei-
chen Sdulenmaterials zu einer deutlich besseren Auftrennung, wie in Abbildung 3.12 zu er-

kennen ist.

—b>— Raffinosekonzentration [g/L]
—m— Saccharosekonzentration [g/L]

Zeit [min]

Abb. 3.12: Sephadex G-15, Betthohe 900 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,675 mL/min; RT.
Probe: 90,2 g/L. Saccharose, 74,52 g/L. Raffinose in bidest. Wasser, AV 400 pL.
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Durch die verdnderte Sdulenauslegung (4fache Linge) und die geringere FluBrate kann mit
der gleichen Matrix eine noch deutlich bessere Trennung erzielt werden. Allerdings liegt die
Wiederfindungsrate von Raffinose nur bei 6,3 %. Eine Ursache fiir diesen Verlust konnte

auch bei einer Wiederholung des Versuches nicht gefunden werden.

Die Berechnung der chromatographischen Auflosung R nach Gleichung 2.1 (Kapitel 2.1)
ergab fiir die beiden mit Sephadex G-15-Séulen folgendes Ergebnis (s. Tabelle 3.6):

Tab. 3.6: Chromatographische Auflosung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Sepha-
dex G-15-Siulen.

Betthohe FluBrate | t(Raff) | t(Sacch) R
[mm] [mL/min] [min] [min]
190 0,90 17,4 19,3 0,29
800 0,60 84,7 94,4 0,75
800 0,68 79,0 87,9 0,70

Man erkennt, daf3 selbst bei einer groBen Betthohe nur eine chromatographische Auflésung R
von 0,75 erreicht werden kann. Aufgrund der Ergebnisse werden mit diesem Material keine

weiteren Experimente durchgefiihrt.

3.3.1.2 Ergebnisse fiir Sephadex G-25
Sephadex G-25 unterscheidet sich von Sephadex G-15-Material durch eine kleinere Korn-
grofle (34—138 um) und auch eine geringere Korngréf3enverteilung.

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen, dall sowohl mit Sdule 1 (190 mm) als auch mit

Sdule 2 (800 mm) die Zucker nur unzureichend getrennt werden.
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Abb. 3.13: Sephadex G-25, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,9 mL/min; RT.
Probe: Saccharose 50,3 g/L, Raffinose 32,8 g/L in bidest. Wasser, AV 400 pL.
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Abb. 3.14: Sephadex G-25, Betthohe 800 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,40 mL/min; RT.
Probe: Saccharose 65,7 g/L, Raffinose 22,7 g/L in bidest. Wasser, AV 400 pL.

Die Werte fiir die chromatographischen Auflosungen R (s. Tabelle 3.7) liegen trotz der ge-
ringen FluBrate noch unter den berechneten Werten fiir die Sephadex G-15 Matrix.
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Tab. 3.7: Chromatographische Auflésung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Sepha-
dex G-25-Siulen.

Betthohe FluBrate | t(Raff) | t(Sacch) R
[mm] [mL/min] [min] [min]
190 0,90 24,1 26,4 0,38
800 0,40 149,6 162,5 0,54
800 0,52 121,8 131,0 0,50

3.3.1.3 Zusammenfassung fiir Sephadex-Materialien

Es konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, daB3 sich kleine Kohlenhydrate mittels Gel-
Chromatographischer Verfahren trennen lassen. Die beiden Sephadex-Materialien zeigen je-
doch fiir Molekiile mit einem so geringen GroBenunterschied wie bei Saccharose (MW 342,3)
und Raffinose (MW 504,5) nur eine ungeniigende Trennleistung. Ein Grund dafiir kann der

grof3e Partikel-Querschnitt sein.

Bekannt ist, daB3 einheitliche Partikel auch in einem gleichméfBigen Séulenbett resultieren, wo-
gegen unregelméBig grofe Partikel die Trennung durch Bandenverbreiterung negativ beein-
flussen. Im folgenden soll untersucht werden, ob synthetische Materialien mit einer geringe-

ren KorngroBenverteilung bessere Ergebnisse liefern.

3.3.2 Bio-Gel P-2

Das Bio-Gel P-2-Trigermaterial (Bio-Rad, USA) wird durch Copolymerisation von Acryl-
amid und N, N'-Methylen-bis-acrylamid hergestellt. Die Partikelgro3e von gequollenem Bio-
Gel P-2-Material betrdgt 45-90 pm.

In einem Vorversuch wird die Bodenzahl n (s. Kapitel 2.1) der Séule 1 durch Auswertung des
Chromatogramms einer voll retardierenden Substanz (s. Abbildung 3.15) bestimmt. Es wer-

den 100 pL 1 %iger Acetonldsung auf die Sdule gegeben (vgl. Kapitel 5.1.3).
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Abb. 3.15: Chromatogramm zur Bestimmung der Bodenzahl n einer Bio-Gel P-2 Siiule 1.

Fiir die Bestimmung der Bodenzahl benétigt man die Retentionszeit t und die Peakbreite w
des Analyten. Die Retentionszeit t betrdgt bei diesem Versuch 68,8 min und die Peakbreite

w = 8,0 min. Dieses ergibt nach Formel 2.2 (s. Kapitel 2.1) eine Bodenzahl n von 1174.

Bei den folgenden Versuchen werden, wenn nicht anders angegeben, 400 uL. Standardl-

sung 1 (s. Kapitel 5.1.3) auf Saule 1 gegeben. Dies entspricht 1,2 % des Gesamtbettvolumens.

3.3.2.1 Versuche mit Standardlosungen

a) Versuche mit Standardlosungen bei konstanter Probenmenge

Fir die Bio-Gel P-2-Sdule 1 werden verschiedene Flufiraten von 0,09 mL/min bis
0,57 mL/min getestet. Als Beispiele sind hier nur exemplarisch die Trennungen bei einer
FluBrate von 0,23 mL/min und 0,49 mL/min graphisch dargestellt (siche Abbildungen 3.16
und 3.17).
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Abb. 3.16: Bio-Gel P-2, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,23 mL/min; RT.

Probe: Standardlosung 1, AV 400 pL [69].
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Abb. 3.17: Bio-Gel P-2, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,49 mL/min; RT.

Probe: Standardlosung 1, AV 400 pL [69].
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Die Auftrennung beider Zucker ist wie zu erwarten bei kleinerer FlieBgeschwindigkeit besser.

Das verhiltnismiBig starke Tailing kdnnte ein Anzeichen fiir das Uberladen der Siule sein.

Die Berechnung der chromatographischen Auflésung R fiir die verwendete Saule 1 zeigt eine

Erhohung von R mit abnehmender FlieBgeschwindigkeit des Losemittels (s. Abbildung 3.18

und auch Tabelle 3.8).
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Abb. 3.18: Chromatographische Auflosung R fiir die Saccharose-Raffinose-Trennung auf Bio-
Gel P-2 Siule 1; Probe: Standard-Losung 1, AV 400 pL.

Da mit abnehmender FlieBgeschwindigkeit keine weitere Zunahme von R iiber 0,53 erreicht

wird, stellt dieser Wert offenbar fiir das hier gewihlte System das Maximum dar.

Die Tabelle 3.7 zeigt die erhaltenen Ergebnisse mit ihren numerischen Werten.

Tab. 3.8: Chromatographische Auflosung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Bio-Gel
P-2 Siule 1; Probe: Standard-Losung 1, AV 400 pL.

Versuch | FlieBgeschw. | t (Raff) t (Sacch) R
Nummer [mL/min] [min] [min]
1 0,09 165,7 184,6 0,53
2 0,23 84,5 93,2 0,52
3 0,43 45,1 49,5 0,45
4 0,49 36,5 39,4 0,37
5 0,57 34,4 37,9 0,35

Zusammenfassend kann man fiir die Bio-Gel P-2-Sédule 1 (BH 190 mm) feststellen, da3 kleine
FlieBgeschwindigkeiten um 0,2 mL/min die besten Trennergebnisse zeigen. Ein Nachteil liegt
darin, dall es durch die verstirkte Diffusion der Substanzen auf der Sdule zu Peakverbrei-
terungen kommt und die Analysenzeiten verhdlnisméBig lang sind. Daher ist die Methode fiir

die Umsetzung in den industriellen Maf3stab ungeeignet.
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b) Variation der Probemenge

Diese Versuche sollen zeigen, ob die anfangs gewéhlte Probemenge von 400 pL im Ver-
hiltnis zum Sdulenvolumen zu groB ist und das Tailing sich durch kleinere Probenmengen
verringert.

Aufgrund der zuvor erhaltenen Ergebnisse wird eine geringe Fliegeschwindigkeit von
0,12 mL/min gewihlt. Auf die Sdule werden Probenvolumina von 200 pL (= 0,6 % BV) bis
1000 puL (= 3,0 % BV) gegeben. Die folgende Abbildung 3.19 zeigt als Beispiel eine aufge-

tragene Probenmenge von 1000 pL.
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Abb. 3.19: Bio-Gel P-2, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,12 mL/min; RT.
Probe: Standardlosung 1, AV 1000 pL [69].

Beide Zuckerpeaks zeigen ein verstirktes Tailing. Dies ist ein deutliches Zeichen fiir die
Uberladung der Sidule. Schon bei einem aufgetragenen Probenvolumen von 600 pL
(= 1,8 % BV) ist starkes Tailing zu beobachten, so daB3 die in den vorigen Versuchen ver-
wendete Probenmenge von 400 pL (1,2 % BV) sich als gut geeignet herausstellt und in den

folgenden Versuchen weiter verwendet wird.

In der Literatur wird im allgemeinen bei Trennproblemen ein Auftragungsvolumen von 1-2 %
des Gesamtbettvolumens V; (hier V; = 33,5 mL) empfohlen. Jedoch kann diese Menge bei

einigen Sdulenmaterialien auch ohne Probleme vergroBert werden.

Aufgrund des starken Tailing ist es nicht sinnvoll R zu berechnen.
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3.3.2.2 Versuche mit verdiinnter S1b-Fraktion

Bei den Versuchen in Kapitel 3.3.2.1 wurden die besten Ergebnisse mit FlieBgeschwin-
digkeiten um 0,2 mL/min erzielt. In den folgenden Untersuchungen mit verdiinnter S1b-
Fraktion werden daher verschiedene niedrige FluBraten von 0,09 mL/min bis 0,18 mL/min
verwendet. Das Probenvolumen ist wiederum 400 uL (= 1,2 % BV). In Abbildung 3.20 ist

exemplarisch die Separation mit einer FluBBrate von 0,12 mL/min dargestellt.
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Abb. 3.20: Bio-Gel P-2, Betthohe 190 mm; Laufmittel: Bidest. Wasser, 0,12 mL/min; RT.
Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 pL [69].

Trotz der komplexeren Probenzusammensetzung kdnnen Saccharose und Raffinose auf der
Séule gut getrennt werden. Im Chromatogramm nicht aufgetragen ist, da3 zwischen der 130.
und 140. Minute ein Teil der farbgebenden Stoffe (Maillard-Produkte, vgl. Kapitel 1.1) vor
den Zuckerfraktionen eluiert werden und somit gleich eine teilweise Decolorierung erreicht
wird. Da Melasse-Fraktionen stark braun gefiirbt sind, ist eine Uberpriifung der Farbabnahme
durch photometrische Methoden nicht moglich. Es kann also nur rein visuell die Farbén-

derung bestimmt werden.

Die chromatographische Auflosung R zeigt in Bezug auf die FlieBgeschwindigkeit des Lose-
mittels folgende Tendenz: Bei geringer Fliegeschwindigkeit wird die Trennung besser (siche
Abbildung 3.21 und auch Tabelle 3.9). Aber auch hier wird ein maximaler Wert von R~ 0,65

nicht tiberschritten.
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Abb. 3.21: Chromatographische Auflésung R fiir die Saccharose-Raffinose-Trennung auf Bio-
Gel P-2 Siule 1; Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 pL.

Eine Erhohung der Fliegeschwindigkeit auf 0,18 mL/min 148t die chromatographische Auf-
16sung auf 0,5 absinken. Bei einer geringen FluBrate von 0,09 mL/min erreicht man fast eine
Aufloésung von 0,7, jedoch zeigt die folgende Tabelle 3.9 auch den Nachteil der Methode: Die
Verweilzeit der Kohlenhydrate auf der Sdule liegt bei fast vier Stunden.

Tab. 3.9: Chromatographische Auflosung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Bio-Gel
P-2 Séule 1, Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 pL.

Versuch | FlieBgeschw. t (Raf¥) t (Sacch) R
Nummer [mL/min] [min] [min]
1 0,09 225,8 243,1 0,67
2 0,12 163,2 178,6 0,61
3 0,14 131,6 144,4 0,59
4 0,17 100,7 110,3 0,59
5 0,18 103,9 113,8 0,53
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3.3.2.3 Zusammenfassung fiir Bio-Gel P-2

Es konnte gezeigt werden, da3 Bio-Gel P2-Material flir die Separation von Saccharose und
Raffinose prinzipiell gut geeignet ist. Die chromatographische Auflosung ist bei geringen
FluBraten hoch, jedoch ist dieses Vorgehen nicht wirtschaftlich, da die Elutionszeiten zu lang

sind (iliber drei Stunden).

Man sieht allerdings eine deutliche Abtrennung einiger Farbstoffe der S1b-Fraktion auf den
Saulen. Die Fraktionen sind nicht farblos, aber signifikant heller als die aufgetragene Probe
und einige vor den Zuckern eluierte Fraktionen. Auf weitere Untersuchungen mit diesem
Sdulenmaterial wird wegen der schlechten Handhabbarkeit und den langen Analysenzeiten

verzichtet.

3.3.3 Toyopearl HW-40 S

Das Toyopearl-Tragermaterial (TosoHaas, USA) wird durch Copolymerisation von Meth-
acrylat und Ethylenglycol hergestellt. Die PartikelgroBe von hydratisiertem Toyopearl
HW-40 S-Material betrdgt 2040 pm. Dieses synthetische Tragermaterial besitzt nicht nur
eine geringere PartikelgroBe als das Bio-Gel P-2-Material, sondern weist auch eine geringere
KorngréBenverteilung auf. Dadurch ist eine homogenere Sdulenpackung und eine schirfere

Trennung moglich.

3.3.3.1 Versuche mit Standardlosungen

Die Versuche mit Standardlosungen werden auf der Trennsdule 1 durchgefiihrt. Es wird zuerst

die Bodenzahl n (s. Kapitel 3.2 und Kapitel 5.1.3) bestimmt (s. Abbildung 3.22).
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Abb. 3.22: Chromatogramm zur Bestimmung der Bodenzahl n fiir die Toyopearl HW-40 S
Séiule 1.

Die Zeit t betrdgt bei diesem Versuch 84,9 min und die Peakbreite w = 6,9 min. Damit ergibt
sich nach Gleichung 2.2 (s. Kapitel 2.1) eine Bodenzahl n von 2414. Im Vergleich zur Boden-
zahl von 1174 fiir die gleich dimensionierte Bio-Gel P2-Saule ist hier die Bodenzahl mehr als

doppelt so hoch, was auf ein besseres Trennvermodgen schlieBen 1a6t.

Bei Raumtemperatur werden jeweils 400 uL (= 1,2 % BV) Standardlosung 2 (s. Kapitel 5.1.3)
auf die Sdule 1 aufgetragen. Fiir die Toyopearl HW-40 S-Sdule werden Flufraten von
0,15 mL/min bis 0,72 mL/min getestet. Als Beispiele werden hier nur die Trennungen mit
einer Flufrate von 0,19 mL/min und mit 0,57 mL/min graphisch dargestellt (siche

Abbildungen 3.23 und 3.24).
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Abb. 3.23: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,19 mL/min;

RT; Probe: Standardlosung 2, AV 400 pL.
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Abb. 3.24: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,57 mL/min;

RT; Probe: Standardlosung 2, AV 400 pL.

Auffillig ist bei diesem Material das relativ starke Tailing beim Raffinose-Peak. Die Saccha-

rose eluiert in einem breiten jedoch fast symmetrischen Peak. Wie erwartet, ist die Trennung

beider Zucker bei kleinerer FlieBgeschwindigkeit besser.
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Die Berechnung von R fiir die Toyopearl HW-40 S-Sdule 1 zeigt eine weniger grofle Ab-
hiangigkeit der chromatographischen Auflosung von der FlieBgeschwindigkeit des Laufmittels
(s. Abbildung 3.25 und auch Tabelle 3.10). Nur bei einer FlieBgeschwindigkeit von

0,15 mL/min ist ein deutlicher Anstieg von R zu beobachten. Hier liegt Ryax in der GroBen-
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Abb. 3.25: Chromatographische Auflosung R fiir die Saccharose-Raffinose-Trennung auf
Toyopearl HW-40 S Siule 1; Probe: Standard-Lésung 2, AV 400 pL.

Im Vergleich zu der Bio-Gel-Séule 1 ist die chromatographische Auflosung fiir das Toyo-
pearl-Material auch bei hoheren FlieBgeschwindigkeiten deutlich besser. In industriellen Pro-
zessen wird bevorzugt eine FluBrate von einem Bettvolumen (BV) pro Stunde genutzt (vgl.
Kapitel 2.3.1), da so das beste Zeit-Ausbeute-Verhéltnis erzielt werden kann. Fiir das Toyo-
pearl-Material liegt die FluBrate von einem BV/h bei etwa 0,6 mL/min. Auch unter diesen

Bedingungen wird ein R-Wert von ca. 0,8 erreicht.

Die folgende Tabelle 3.10 gibt noch einmal eine Ubersicht iiber alle Ergebnisse und zeigt die
gute, bis in hohe FluBraten konstante chromatographische Auflosung bei der Saccharose-Raf-

finose-Trennung in der 190 mm Toyopearl HW-40 S Siule 1.
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Tab. 3.10: Chromatographische Auflosung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Toyo-
pearl HW-40 S Séule 1, Probe: Standard-Losung 2, AV 400 uL.

Versuch | FlieBgeschw. | t (Raff) t (Sacch) R

Nummer [mL/min] [min] [min]
1 0,15 91,7 103,5 0,98
2 0,19 71,7 81,1 0,87
3 0,28 61,2 69,3 0,87
4 0,39 46,2 52,1 0,82
5 0,57 32,0 36,0 0,81
6 0,72 253 28,4 0,77

Zusammenfassend kann man sagen, da3 die 190 mm Toyopearl-Sdule 1 bei allen untersuchten

FlieBgeschwindigkeiten akzeptable Ergebnisse zeigt.

3.3.3.2 Versuche mit verdiinnter S1b-Fraktion

a) Versuche mit verdiinnter S1b-Fraktion auf der 190 mm Trennséule

Bei Versuchen mit realen Losungen (verdiinnte S1b-Fraktion) werden nachfolgend unter-
schiedlich hohe FlieBgeschwindigkeiten untersucht, da durch die komplexere Probenzusam-
mensetzung ein verdndertes Trennverhalten erwartet wird. Exemplarisch sind hier zwei Ver-
suche dargestellt: Einer bei einer niedrigen FluBrate von 0,27 mL/min (Abbildung 3.26) und

ein weiterer bei einer dreifach héheren FluBrate von 0,83 mL/min (Abbildung 3.27).
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Abb. 3.26: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,27 mL/min;
RT; Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 uL.
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Abb. 3.27: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 190 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 0,83 mL/min;
RT; Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 uL.

Die Ergebnisse zeigen, da3 das Sdulenmaterial die beiden Kohlenhydrate auch in der kom-

plexeren Probenmatrix der verdiinnten S1b-Fraktion sehr gut separiert. Wie bereits bei der

Standardldsung ist auch hier die Auflosung bei geringeren FluBraten deutlich besser. Wieder

ist ein Tailing bei beiden Zuckerpeaks zu beobachten, bei Raffinose stirker ausgeprigt als bei

der Saccharose.
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Trotz der komplexeren Probenzusammensetzung ist die Qualitét der Auftrennung vergleich-
bar mit den Versuchen mit der Standard-Losung. Die folgende Abbildung 3.28 und die an-

schlieBende Tabelle 3.11 fassen die Ergebnisse der Versuche mit verdiinnten S1b-Proben

zusammen.
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Abb. 3.28: Chromatographische Auflésung R fiir die Saccharose-Raffinose-Trennung auf
Toyopearl HW-40 S Siule 1.

Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion und Standard-Loésung 2, AV 400 pL.

Der Wert fiir die chromatographische Auflosung R sinkt mit steigender FluBrate nur gering
ab. Der erreichte Ry.x Wert ist, wahrscheinlich durch die Komplexitit der Probe, geringer
(R=0,8) als bei den Versuchen mit der Standardlésung 2. Im Vergleich zu den erreichten
Werten fiir die chromatographische Auflésung bei Standardlésungen zeigen sich Abnahmen

um etwa 0,2. Die folgende Tabelle 3.11 gibt eine Ubersicht iiber die erhaltenen Ergebnisse fiir

die verdinnte S1b-Fraktion.
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Tab. 3.11: Chromatographische Auflosung R der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Toyo-
pearl HW-40 S Séule 1, Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 400 pL.

Versuch | FlieBgeschw. | t (Raff) t (Sacch) R

Nummer [mL/min] [min] [min]
1 0,15 93,4 105.,4 0,80
2 0,20 73,0 82,0 0,70
3 0,27 60,5 67,7 0,69
4 0,49 38,8 45,0 0,68
5 0,63 27,1 30,0 0,69
6 0,83 22,1 24,8 0,63

Im Vergleich zu den Standardlosungen ist die chromatographische Auflésung R etwas
schlechter, jedoch nimmt sie auch bei hoherer FluBrate nicht so sehr ab wie bei dem Bio-Gel

P-2-Material.

b) Versuche mit verdiinnter S1b-Fraktion auf der 800 mm Trennséule

Aufgrund der guten Ergebnisse mit dem Toyopearl-Trigermaterial auf der 190 mm Séule
(Sdule 1) werden weitere Versuche in der 800 mm Sdule (Sdule 2) durchgefiihrt
(BV =141 mL). Dadurch ist eine bessere Auftrennung der Saccharide zu erwarten, verbunden

mit der Moglichkeit, ein groferes Auftragungsvolumen (AV) zu verwenden.

Vorab wird die Bodenzahl n der Sdule 2 bestimmt (s. Abbildung 3.29).



3 EXPERIMENTELLER TEIL 58

] t=159,2
A
\
0,4 -

0,3

UV-Signal [RU]

0,2

0,1
0,0 #
_'7/ | T

0 52 / ‘ 65 Zeit [min]

Abb. 3.29: Chromatogramm zur Bestimmung der Bodenzahl n fiir die Toyopearl HW-40 S
Séiule 2.

Die Peakbreite w betrdgt bei diesem Versuch 4,0 min und die Zeit t = 59,2 min. Damit ergibt
sich eine Bodenzahl n von 3518. Die Sédule 1 besitzt zum Vergleich eine Bodenzahl von 2414.
Laut Herstellerangaben soll bei der Gel-Chromatographie mit Toyopearl HW-40 S-Material
bei Sdulen mit einem Innendurchmesser zwischen 2,2 und 10,8 cm eine Bodenzahl von
mindestens 5.000 erreicht werden. Bei Verwendung von Sédulen mit einem Innendurchmesser

von 1,5 cm sollten laut Herstellerangaben [70] vergleichbare Bodenzahlen erreicht werden.

In dem Fall der Séule 2 konnten diese Werte nicht erzielt werden. Das Packen der viermal so
langen Siule ist technisch schwieriger umzusetzen. Dieses kann zu UnregelmifBigkeiten im

Saulenbett fiihren, was sich in diesem Versuch durch die geringe Bodenzahl widerspiegelt.

Die verwendete Sidule 2 besitzt ein Bettvolumen (BV) von 141 mL. Da vorangegangene Ver-
suche gezeigt haben, da3 das Trennmaterial bei fast allen FluBraten gute Trennergebnisse lie-
fert, werden nur Versuche mit industriell umsetzbaren FluBraten um 1 BV/h (2-2,5 mL/min)

durchgefiihrt. Die Abbildung 3.30 zeigt die Ergebnisse bei den drei untersuchten FluBraten.
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Abb. 3.30: Chromatographische Auflésung R in Abhéngigkeit von der Flufirate fiir die Saccha-
rose-Raffinose-Trennung auf Toyopearl HW-40 S Siule 2, RT.
Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 3 mL.

Die chromatographische Auflosung liegt bei hoherer FluBrate erwartungsgemill niedriger.
Selbst bei diesen hohen FluBraten ist die Trennleistung auf der 800 mm Saule dhnlich gut wie

auf der 190 mm Saule mit extrem niedrigen FluBraten.

Die gute chromatographische Auflosung bei gleichzeitig erhohtem Auftragungsvolumen von
3 mL (= 2,1 % BV) zeigt, daBB das Toyopearl-Material sehr gutes Trennvermdgen besitzt. In
diesem Fall kann das in der Literatur bei Trennproblemen empfohlene Auftragungsvolumen

von 1-2 % des Gesamtbettvolumens ohne Probleme uberschritten werden.

Zum Abschluf3 der Versuchsreihen mit der Sdule 2 soll der Einflul der Temperatur auf die
Trennung der beiden Saccharide untersucht werden. Es werden bei je drei FluBraten im Be-
reich von einem Bettvolumen pro Stunde (das entspricht 2-2,5 mL/min) bei drei verschiede-
nen Temperaturen (Raumtemperatur, 40 °C und 70 °C) Séulenldufe durchgefiihrt. Bei hohe-
ren Temperaturen sollte die chromatographische Aufldosung besser sein als bei Raumtem-
peratur, da die Peakbreite abnimmt [23]. Die Abbildung 3.31 zeigt das Chromatogramm bei

einer FluBrate von 2,5 mL/min und einer Temperatur von 70 °C.
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Abb. 3.31: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 800 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 2,5 mL/min;
70 °C; Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 3 mL.

Beide Zucker werden bei 70 °C sehr gut voneinander getrennt. Der Saccharose-Peak zeigt
stiarkeres Tailing , was im Ansatz schon bei niedrigen Temperaturen zu beobachten war. Ab-

bildung 3.32 zeigt graphisch die chromatographische Auftrennung in Abhéngigkeit von der

Temperatur.
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Abb. 3.32: Chromatographische Auflosung R fiir die Saccharose-Raffinose-Trennung auf
Toyopearl HW-40 S Siiule 2 bei unterschiedlicher Temperatur.
Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 3 mL.
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Die folgende Tabelle 3.12 gibt in einem Uberblick die numerischen Werte der erhaltenen

chromatographischen Auflosung bei allen drei untersuchten Temperaturen wieder.

Tab. 3.12: Ubersicht der Ergebnisse der Saccharose-Raffinose-Trennung auf Toyopearl HW-
40 S Siule 2, unterschiedliche Temperaturen, Probe: Verd. S1b-Fraktion, AV 3 mL.

Tempesar | i) | o) | (o) | ) | i) | R
2,0 37,9 7,5 43,1 9,2 0,62

RT 2,3 37,6 7,8 43,1 8,9 0,65
2,5 33,9 7,3 39,1 9,3 0,62

2,0 38,1 7,7 43,3 ) 0,68

40 °C 2,3 33,5 6,7 38,7 ) 0,68
2,5 31,3 4,9 35,9 ) 0,74

2,0 39,3 5,1 44,3 7,4 0,82

70 °C 2,3 32,9 3,9 37,1 6,0 0,83
2,5 33,7 5,6 38,2 5.9 0,76

Bemerkenswert ist, da3 bei der hochsten untersuchten Temperatur von 70 °C der Wert fiir R
auch bei hoherer Flufirate vergleichsweise nur geringfiigig abnimmt. Temperaturabhéngige
Parameter bei der Gel-Chromatographie sind die MolekiilgroBe der Probenbestandteile und
bei nicht-starren Packungen kann die Porengrofle durch Temperaturdnderung beeinfluflit wer-

den (vgl. Kapitel 2.3.1.2). Zudem wird beobachtet, wie in der Literatur beschrieben, dall bei

erhohter Temperatur die Peakbreite w bei beiden Zuckern abnimmt [23].

Am signifikantesten ist die Abnahme der Peakbreite w bei der FluBrate von 2,3 mL/min (s.

Abbildungen 3.33 und 3.34).
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Abb. 3.33: Peakbreite w von Saccharose und Raffinose auf Toyopearl HW-40 S Siiule 2 bei
unterschiedlichen Temperaturen, FluBirate 2,3 mL/min.
Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 3 mL.
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Abb. 3.34: Toyopearl HW-40 S, Betthohe 800 mm, Laufmittel: Bidest. Wasser 2,3 mL/min; RT,
40°C, 70°C; Probe: Verdiinnte S1b-Fraktion, AV 3 mL.

Beide Abbildungen verdeutlichen die starke Abnahme der Peakbreite w bei Erhohung der
Temperatur auf 70 °C. Eine geringe Peakbreite bringt den Vorteil mit sich, da3 die gewiinsch-
te Fraktion schneller eluiert wird und damit das Volumen fiir spitere Refining-Schritte nicht

zu grof ist.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dal bei der Toyopearl-Sdule 2 (800 mm Betthdhe) bei
einer FlieBgeschwindigkeit von einem Bettvolumen pro Stunde eine Temperaturerhohung die

chromatographische Auflosung positiv beeinfluft.

3.3.2.3 Zusammenfassung fiir Toyopearl HW-40 S

Es wurde gezeigt, daB3 Toyopearl-HW 40 S-Material fiir die Trennung von Saccharose und
Raffinose gut geeignet ist. Die erreichte chromatographische Auflésung auf der 190 mm
Trennsdule ist auch bei hoheren Fliegeschwindigkeiten konstant. Fiir die verdiinnte S1b-
Fraktion ist die Auflosung, hervorgerufen durch die komplexe Probenzusammensetzung,
etwas schlechter, jedoch werden selbst bei hohen FluBraten weiterhin R-Werte von 0,7

erreicht.

Einen ausgesprochen positiven Einflul auf die Trennleistung der Séule hat die Temperatur:
Bei 70 °C wird die Auflosung deutlich besser. Auch bei FlieBgeschwindigkeiten iiber einem
Bettvolumen pro Stunde konnen die beiden Kohlenhydrate gut separiert werden, wobei die
Peakbreite mit erhohter Temperatur abnimmt. Die chromatographische Aufldsung erreicht bei

der hochsten Temperatur Werte von bis zu 0,83.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Amino GmbH in Frellstedt befaflt sich mit der Wertstoff-Gewinnung aus Zuckerriiben-
melasse mittels Auftrennung iiber Ionenaustausch-Chromatographie im Tonnenmal@stab. Zur
Zeit ist eine Isolierung des Kohlenhydrates Raffinose, das zu knapp 3% in der Melasse ent-
halten ist, mittels des bestehenden Verfahrens nicht moglich. Die Aufgabe der hier vorge-
stellten Arbeit bestand darin, Raffinose durch chromatographische Verfahren aus einer Melas-
se-Fraktion (S1b-Fraktion, 30.—40. Minute) zu isolieren. Das hauptsédchliche Problem besteht
in der Abtrennung von Saccharose, deren Konzentration in der betreffenden Fraktion fast um
den Faktor zehn hoher ist. Aus der in dieser Arbeit verwendeten S1b-Fraktion wurde im Vor-
feld bei der Amino GmbH ein GroBteil der in der Melasse enthaltenen Salze entfernt [20]. Da
die zur chromatographischen Melasseentzuckerung bei der Amino GmbH genutzte Matrix
keine ausreichende Trennung von Saccharose und Raffinose bewirkt, wurden andere
chromatographische Trennmethoden auf ihre Eignung untersucht. Anwendung fanden zum
einen das Prinzip der Gel-Chromatographie mit verschiedenen Trdgermaterialien, zum
anderen immobilisierte Metall-Affinitdts-Chromatographie mit unterschiedlichen Metall-
ionen. Die Auswahl der Trennmaterialien erfolgte aufgrund von in der Literatur beschriebe-

nen erfolgreichen Anwendungen dieser Verfahren bei der Kohlenhydrat-Trennung.

Vor den Trennversuchen wurde eine geeignete Analytik entwickelt, um die Effizienz der
untersuchten chromatographischen Methoden fiir die Trennung von Saccharose und Raffinose
zu ermitteln. Die Bestimmung beider Zucker mit der verwendeten HPLC-Analysenmethode,
mit einer Amino-Sédule und einem Acetonitril-Wasser-Gemisch als Eluent, ist auch bei sehr
unterschiedlichen Konzentrationsverhiltnissen beider Analyten und bis in hohe Konzentra-
tionen gut geeignet. Anhand von zwei Modellsalzen (Kaliumchlorid und Kaliumdihydrogen-
phosphat) konnte gezeigt werden, dal die Methode bereits bei geringen Salzkonzentrationen
stark beeinflult wird. Die chromatographische Auflosung sank mit steigender Salzkonzen-
tration, bei KH,PO4 kam es neben Peakverbreiterung und Tailing auch zu einer Verschiebung
der Elutionszeiten. Die verwendete HPLC-Methode ist somit nur fiir die Untersuchung von

salzarmen Proben einsetzbar.

In ersten Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Affinitits-Chromatographie eine

Alternative zur Gelfiltration darstellt.
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Die bei der immobilisierten Metall-Affinitats-Chromatographie (IMAC) verwendete Matrix
bewihrte sich jedoch nicht bei der Auftrennung der Zucker, da die beide Kohlenhydrate fiir
verschiedene Metallionen keine ausreichend unterschiedliche Tendenz zur Komplexbildung

zeigten. Wegen der schlechten Ergebnisse wurden die Versuche nicht weitergefiihrt.

Durch die Verwendung einer Matrix mit mehr als zwei Bindungsstellen, z. B. Tris-(carboxy-
methyl)ethylendiamin (TED), das fiinf Komplexierungsstellen besitzt, konnte eine effektivere
Komplexbildung mit den Zuckern erreicht werden. Auch koénnten noch andere Ionen als die
bisher verwendeten mit groferem (Cs™: 167 pm) oder kleinerem (Be*™: 35 pm) Durchmesser
bzw. hoherwertige Ionen untersucht werden. Fiir letztere sind einschldgige Literaturstellen
iber die Bildung stabiler Komplexe bekannt [42]. Gegen einen technischen Einsatz der IMAC

sprechen allerdings die hohen Kosten fiir das Trigermaterial.

Auf dem Gebiet der Affinitits-Chromatographie wiirden sich noch zwei weitere Komplex-
bildner fiir weitergehende Versuche anbieten: Borsiure-Derivate, z. B. Affi-Gel® von Bio-
Rad, und Lectine. Beide Komplexbildner werden hauptsidchlich in der Aufreinigung von
Proteinen eingesetzt. Auch in diesen Fallen sprechen die hohen Kosten der Matrizes gegen

einen technischen Einsatz.

Im Gegensatz zu der Affinitits-Chromatographie findet die Gel-Chromatographie auch in in-
dustriellen Anlagen zahlreiche Verwendung. Beruhend auf diesem Trennprinzip wurden hier
Dextran- und Polyacrylamid-Materialien auf ihre Eignung fiir eine Saccharose/Raffinose-
Trennung getestet. Die Gel-Chromatographie findet in der Kohlenhydrat-Trennung grofBtech-
nisch hauptsichlich Einsatz bei der Separation von Oligosacchariden [71]. In der vorliegen-
den Arbeit wurde gezeigt, daB3 sich kleine Zucker (Di- und Trisaccharide) mit Hilfe der Gel-
Chromatographie gut trennen lassen. Dabei zeigten die untersuchten Sephadex-Materialien
nur eine ungeniigende Trennleistung. Ein wahrscheinlicher Grund dafiir ist der vergleichswei-

se grof3e PartikelgroBBen-Querschnitt dieser Materialien .

Bei den synthetischen Trennmaterialien wurden Bio-Gel P-2- sowie Toyopearl-HW 40-S-
Materialien fiir die Separation von Saccharose und Raffinose verwendet. Das sehr weiche
Bio-Gel-Material (Bio-Rad) zeigte bei niedrigen FluBraten (0,09 mL/min) eine chromatogra-
phische Auflosung um 0,5; jedoch ist die Elutionszeit fast vier Stunden. Der Vorteil dieses

Materials liegt in einer teilweisen Decolorierung der Zuckerfraktionen.
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Allerdings ist ein wirtschaftlicher Einsatz dieses Materials aufgrund der langen Analysen-

zeiten und schlechten Handhabbarkeit nicht sinnvoll.

Das Toyopearl-Material (TosoHaas) eignet sich gut flir die Trennung von Saccharose und
Raffinose. Die erreichte chromatographische Auflosung bei diesem Trennmaterial lag bei
Standard-Losungen (Saccharose und Raffinose in bidest. Wasser) bei ca. 0,9 und nahm mit er-
hohter FlieBgeschwindigkeit nur minimal ab. Bei verdiinnter S1b-Fraktion war die Auflésung,
hervorgerufen durch die komplexe Probenzusammensetzung, schlechter. Doch auch hier wur-
den selbst bei hohen Fluraten immer noch Werte von 0,7 erreicht. Dieses Material zeigte die
besten Ergebnisse fiir das Trennproblem Raffinose/Saccharose. In praparativen Versuchen mit
einem hoheren Sdulenbett (800 mm) wurden jedoch bei Raumtemperatur nur eine geringfiigig
hohere chromatographische Auflosung aus verdiinnter S1b-Fraktion erreicht als in S&ulen mit
geringerer Betthohe (190 mm). Eine deutliche Verbesserung der Trennung konnte mit der
Erhohung der Lauftemperatur auf 70 °C erreicht werden. Auch bei Fliegeschwindigkeiten
iber einem Bettvolumen pro Stunde — einer Vorgabe fiir technische Prozesse — kdnnen beide

Kohlenhydrate gut getrennt werden (R = 0,83).

Zur Verbesserung der erzielten Ergebnisse auf dem Gebiet der Gel-Chromatographie konnte
fiir ein Upscaling mit dem Toyopearl-Material das Prinzip der annularen Chromatographie
untersucht werden. Separationsversuche fiir Melasse mit Hilfe der annularen Chromatogra-
phie fiihrten Barker und Bridges schon 1990 durch [72]. Die Arbeit verfolgte jedoch haupt-
sdchlich die Abtrennung der Saccharose von den in der Melasse enthaltenen Salzen. Mit Hilfe
dieser Technik wiirde im vorliegenden Fall ein kontinuierlicher préparativer Chromato-

graphie-Prozef3 moglich sein.

Eine Verbesserung der chromatographischen Auflosung konnte durch industriell gepackte
Sdulen erreicht werden. Diese standen jedoch fiir die Versuche in der vorliegenden Arbeit

nicht zur Verfiigung.

Eine Kombination zweier gelchromatographischen Sdulen schlieBlich, wie auch in Literatur-
stellen beschrieben [71], konnte das Trennproblem gleichzeitig von zwei Seiten angreifen:
Zum einen die Trennung der beiden Zucker, zum anderen die Abtrennung der farbgebenden

Substanzen.



5 ANHANG 67

5 Anhang

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Analytik

Chemikalien:

Acetonitril Roth
Saccharose Fluka
Raffinose Serva
Glucose Fluka
Fructose Fluka
Melibiose Sigma
KCl Sigma
KH,PO4 Sigma

Alle verwendeten Zuckerstandardlosungen werden direkt vor Gebrauch mit bidest. Wasser

angesetzt.

Gerite:

Pumpe 7100, RI-Detektor 7490, Sdulenofen 7350 Merck-Hitachi, Darmstadt
und Autosampler 7200

Computer zur Datenerfassung und Auswertung

5.1.2 Immobilisierte Metall-Affinitats-Chromatographie

Chemikalien:

Pb(C,H30,)-3 H,O Riedel deHaen
EDTA Sigma-Aldrich
CoS047 H,0O Fluka

CaCl,-2 H,O Riedel deHaen
MgCl,-6 H,O Merck KGaA

Chelating Sepharose Fast Flow Amersham Pharmacia Biotech, Schweden



5 ANHANG 68

Die IMAC-Siule (Sdulenabmessung: 40 mm % 8 mm) wird vor jedem Lauf mit konzentrierter
EDTA-L6sung gespiilt, um eventuell vorhandene Metallionen von der Matrix zu entfernen.
AnschlieBend wird die Sdule mit bidestilliertem Wasser gespiilt. Danach werden 2 mL einer
100 mM Metallionen-Losung auf die Séule gegeben und anschlieSend erneut mit ca. 10 mL
bidest. Wasser (= 2 BV) gespiilt, um nicht gebundene lonen von der Sdule zu entfernen. Die

Sdule wird ohne Pumpe betrieben; das Elutionsmittel fliet nur durch Gravitation.

5.1.3 Gel-Chromatographie

Tragermaterialien:
Sephadex-G 15, Sephadex-G 25, fine
Bio-Gel P 2, fine

Toyopearl HW-40 S

Apparativer Aufbau:

Glassiule, 23 cm (Saule 1), & 1,5 cm
Schlauchpumpe, Typ IPS 8
Probensammler, Modell 2128

Glassdule, 100 cm (Saule 2), D 1,5 cm
HPLC-Pumpe, Modell SDS 9404
Thermostat 5b

6-Wege Ventil

Probensammler, Modell 2128

Packen der Saulen

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Bio-Rad, Miinchen
Toso Haas, USA

Bio-Rad, Miinchen
Ismatec, Ziirich, Schweiz

Bio-Rad, Miinchen

Kronlab, Sinsheim
Schambeck, Bad Honnef
Yulabo, Seelbach
Knauer, Berlin

Bio-Rad, Miinchen

Das Trigermaterial wird, soweit nicht vorgequollen, laut Vorschrift in entgastem, bidestillier-
tem Wasser gequollen. Danach wird es in den Sdulenkorper eingebracht, welcher vorher zu
einem Drittel mit Losemittel gefiillt wurde. Das Material setzt sich allein durch Gravitation.
Vor dem ersten Lauf wird die Sdule mindestens eine Stunde bei der entsprechenden FluBrate

equilibriert.
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Bestimmung der Bodenzahl n

Chemikalie: Aceton (Fluka)
Apparatur: BioLogic LP (Bio-Rad, Miinchen)

Peristaltikpumpe, Mischkammer, manuell verstellbares Probenaufga-

beventil, elektronische Steuereinheit, UV-Detektor (A = 280 nm)

Computer zur Datenerfassung und Auswertung
Auftragungsvolumen: 100 pL (Bio-Gel-Séule 1)

150 pL (Toyopearl-Séule 1)

500 pL (Toyopearl-Séule 2)

Es wird jeweils eine 1 %ige Acetonlosung hergestellt und auf die Séule gegeben. Die Daten-

aufnahme und -auswertung erfolgt iiber einen Computer einer BioLogic-Anlage.

Standardlosung 1:

Zuckerstandard mit einem Raffinose-Saccharose-Verhiltnis von 1:6 (153,4 g/LL Saccharose
und 25,6 g/ Raffinose) in bidestilliertem Wasser; der Standard wird in 1 mL Alliquots bei
-20 °C gelagert.

Standardlosung 2:

Zuckerstandard mit einem Raffinose-Saccharose-Verhiltnis von 1:6,6 (176,0 g/L Saccharose
und 26,8 g/ Raffinose) in bidestilliertem Wasser; der Standard wird in 1 mL Alliquots bei
-20 °C gelagert.

Verdinnte S1b-Fraktion:

Die Proben der S1b-Fraktion werden vor dem Einfrieren im Verhéltnis 1:5 verdiinnt, um die
Zahtlissigkeit der Losung zu verringern (82,4 g/L Saccharose und 8,4 g/L. Raffinose). Die
Alliquots von 1 mL bzw. 5 mL werden bei —20 °C gelagert.

Bei den Versuchen werden, wenn nicht anders angegeben, 400 pL Losung auf Sdule 1 bzw.

3 mL auf Saule 2 gegeben.
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5.2 Verwendete Abkiirzungen

AH? Enthalpiednderung

AS° Anderung der Konformationsentropie

°Bx Grad Brix, 1 °Bx £ 1 % Trockensubstanz

AV Auftragungsvolumen

BH Betthohe

BV Bettvolumen

CE capillary electrophoresis; Kapillarelektrophorese
DC Diinnschicht-Chromatographie

EDTA ethylenediamine tetraacetic acid; Ethylendiamintretraessigséure
GC Gaschromatographie

GFC Gel-Filtrations-Chromatographie

GPC Gel-Permeations-Chromatographie

h Peak-Hohe

HPLC high performance liquid chromatography

ICUMSA International Comission for Uniform Methods of Sugar Analysis

IDA Iminodiacetid acid; Iminoacetessigsdure

IMAC immobilized metal affinity chromatography; Immobilisierte Metall-Affinitéts-
Chromatographie

K Verteilungskoeffizient

Ksgc Verteilungskoeffizient der Gel-Chromatographie

LC liquid chromatography; Fliissig-Chromatographie

Mel Melibiose

MW Molekulargewicht

n Bodenzahl

NTA nitrilo triacetic acid; Nitrilotriessigsdure

R Regressionskoeffizient

R Chromatographische Auflosung

R Gaskonstante

Raff Raffinose
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RI-Detektor
RU

Sacch

sd

SEC

to

TED

TS
UV-Detektor
Vo

Vi

refractive index detektor; Brechungsindex-Detektor
relative unit; relative Einheit

Saccharose

standard deviation; Standardabweichung

size exclusion chromatography; GroBBenausschluf3-Chromatographie
Retentionszeit

Totzeit

absolute Temperatur

Peak-Asymmetrie
Tris-(carboxymethyl)ethylendiamin
Trockensubstanz

Ultraviolett-Detektor

Hohlraumvolumen

Gesamtbettvolumen

Gelbettvolumen

Peakbreite

Varianz
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