Szénhidratok papirkromatografiaja*

TOTH MIHALY
Budapesti Mszaki Egyetem Mez6gazdasagi Kémiai Technolégiai Tanszék
Erkezett: 1966. aprilis 27.

Valamely szénhiclrat-elegy kvalitativ vagy kvantitativ papirkromatografias
analizisére az ismert futtatasi technikak egyarant alkalmasak. igy alkalmazha-
tok a felszallo, leszallo, vizszintes, spiralis vagy korpapir technikak, esetleg ezek
kombinacioja. Egyszer kivitelukbdl eredéen legelterjedtebbek a fel- és leszallo
technikak.

A szénhidratoknak a papiron valé elmozdulasa is molekulanagysag, szerke-
zet és oldoszerfiiggd. Altalanos elvként fogadhato el, hogy a furanoz ormaban
lev6 szénhidratok Ry-je nagyobb a pirandzokénal, a monoszaharidok gyorsabbak
az oligoszaharidoknal. Oligoszaharidoknal az R™-érték fligg a kotéstipustol és a
polimerizécids foktol is. (1. abra)

Oligoszaharidoknal a monoszaharid egységek szama mellett dont6bb a
kotéstipus szerepe. igy pl. 1,4-diszaharidok gyorsabban vandorolnak, mint az
1,6-diszaharidok. Hatassal van az elmozdulas sebességére az esetleges szubszti-
tacio is. igy pl. aldohexdzok 6-0s hidroxiljének metilezése 50%-kal noveli az Ry-et.

Azonos alapvazd szénhidratok ~Ry-értékeinek szerkezetfiiggését az 1
tablazat szemlélteti. Az 1 tablazat vizszintes soraib6l az azonos konfiguracio
mellett valtoztatott szubsztiticid, fugglleges soraibol azonos szubsztltuuo mel-
lett a konfiguracionak az elmozdulasra gyakorolt hatasa olvashatd le (oldészer:
«tilacetat- piridin- viz 2 : 1:2 elegye).

* A Il. Elelmiszervegyész Ankét keretében 1966. 4prilis 6-an elhangzott el6adas (Szerk.)
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B 7. tablazat
Homomorf csoportokat tartalmazé vegylletek R/-jei*

R
°\
Alapvaz: 4/ H \ H
\ / OH
% J— 2/
Hidroxilok 4 5 .
; PR Aldopentézok Aldohexézok Aldoheptézok
konfigurécidja - . _ ~
A Gy Grnes (R=-H) 1 (R=-CH20H) (R=-CHOH-CH20H)
+ o+ o+ Ribéz 0,33 alloz 0,22
+ + - arqblnéz 0,23 altréz 0,27
+ -+ Xxiloz 0,28 glukoéz 0,195 D-gala-L-gliikéz 0,16
+ - - lix6z 0,30 mannéz 0,24 D-gala-L-mann6z 0,21
-+t glukéz 0,23 D-gliiko-D-giil6z 0,19
-+ - idoz 0,31
-t galaktéz 0,175 D-gllo-L-galaktéz 0,14
D-manno-D-galak-
t6z 0,15
- tal6z 0,285 D-gulo-L-taléz 0,23
Hidroxilok Aldometilézok Ketohexdzok Aldohexuronsavak***
konfiguracidja (R = —CHJ (-HCj-en = -CH20H) (R = -COOH)
a gylrin**
allometiléz 0,36 alluléz 0,30
altrometiléz 0,45 frukfoz 0,24 glikuronsav 0,15
glukometiléz szorbéz 0,24
tkometiléz 0,36
mannometiléz 0,38 tagaféz 0,27 mannuronsav 0,18
idometiléz 0,51
galaktometiléz 0,265 galakturonsav 0,13
talometil6z 0,48
* Etilacetat-piridin-viz =2:1:2
** Sorrendben 2, 3, 4-es hidroxilcsoport, a gylr( sikja felett (+), ill. alatt (—.
*** Etilacetat-ecetsav-viz =3:1 :3

A széhidratok papirkromatografalasanal az ismert papirtipusok (pl. What-
man 1, 2, 3; Schleicher-Schill 2040b, 2071, 2043b, 2045a stb.) néhany kivétel-
t6l eltekintve kilon tisztitas vagy el6kezelés nélkiil hasznalhaték. Gyors kvali-
tativ elvélasztdshoz a Whatman 1-es, a Schleicher - Schiill 2040b és 2045a
papirok, kvantitativ analizisnél Whatman 3, Schleicher - Schiill 2071 és 2043b
papirok az alkalmasabbak. Whatman 1 és 3-as, valamint Schleicher - Schiill
2043b papirokkal majdnem minden szénhidrat-papirkromatografias feladat
megoldhaté.

Papirjainkat kilénds gonddal kell tarolni és kezelni. Gy(rott, torott vagy
kik%pott, s6t poros, ujjlen?/omatos papir kellemetlen meglepetéseket okozhat
mind az egyszeri futtatasnal, mind a reprodukalandé sorozatoknal, a kvantitativ
elvalasztasrol és kiértékelésrél nem is szdlva.

Az egy ?ontba felvihet6 anyag mennyisége els6sorban a papir kapacitasatol
figg és altalaban 50- 500 mikrogram komEonensenként. Kimutathaték 1-5
gamma cukrot tartalmazo foltok Is, de sziikség lehet 5-10 mg felvitelére is,
olyankor, ha pl. adott szénhidrat mellett kis mennyiségben jelenlevé kisérbket
is szeretnénk meghatérozni. J6 példa erre a keményit6hidrolizatum, vagy glikéz
savas reverzatumanak papirkromatografias vizsgalata. Mindkét esetben meg-
lehet6sen nagymennyiségil gliikoz mellett kell tobb, kis mennyiségben jelen-
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levé di- és oligoszaharidot elvalasztani. Sajnos, ha a papir kapacitasat tulzottan
megterheljik, elkenddik a folt, elfedve vele a kisérdket is. Az emlitett példak
esetében, ha mas papirra valo attérés nem segit, a glikéz leerjesztésével, vagy
mas modszerrel vald eltavolitasaval lehet megprdobalkozni.

A folt elken6dése kiléndsen gyakori a cukorsavak esetében. Ez esetben
a futtatod oldoszer aciditasanak névelésével Lavithatunk a probléman.

A kromatografalni kivant szénhidratok gyakran el6zetes el6készitést ki-
vannak. Ezek leggyakrabban extrakcid, hidrolizis, sémentesités, enzimes
kezelés, beparlas vagy higitas és céljuk minden esetben, hogy eredményiikként
a vizsgalando cukrok 0,1 - 1%-os vizes, vagy piridines, va%y 50-80% alkoholt
tartalmazo oldatban legyenek. Hig, vagy nehezen elparolhato olddszeres oldat
a felvitelt id6ben elnyujtja, vagy megneheziti. (Pl. 0,1 ml vizes didat pont-
szer(i felvitele Whatman 1-es Papl’rra 20-40 percet is igénybevesz.)

Kismennyiségl témény oldatok felvitelénél mikropipetta vagy Agla-mikro-
fecskend6 hasznalatat javasolja a szakirodalom, de ezek igen jol helyettesit-
het6k az olcsébb és kdénnyebben beszerezhetd, vorosvérsejtek szamlalasakor
alkalmazott orvosi pipettdkkal, vagy az ugyancsak orvosi célra gyartott un.
tuberkulin-fecskendokkel, ha megfelel6 kis atmérdji tiit erdsitunk rajuk.

A felvitelnél sokan el6szeretettel alkalmaznak melegre allitott hajszaritot
is, meggyorsitva ezaltal a folt szaradasat, Az Ovatos melegités valéban meg-
engedhetl, de tapasztalataink szerint nehéz megtaldlni a szenhidrat szempont-
jabol a meleg és tal meleg koz6tti hatart, s a melegités vagy degradaciohoz, vagy
a cukor és a papir anyaga kozt létrejovd tisztazatlan [kapcsolatokhoz vezet.
A degradacié veszélyessége kézenfekvd, az utébbi effektus pedig a felvitt anyag
egy reszének a startponton vald visszamaradasahoz vezethet.

A szénhidratok futtatasara szamos két- és haromkomponensii oldészer-
rendszer ismert, amelyek jol alkalmazhaték mono- és oligoszaharidok, valamint
ezek szarmazekainak futtatasahoz. Ezek mindegyike Iényegében egy Kis viszko-
zitasu, vizzel elegyed6 komponensbdl és vizbdl, valamint egy, a vizfelvételt
novel6 komponenshdl all. Az egyes olddszerrendszereket a szakirodalom meg-
feleld6 mélységben ismerteti, s Kivalasztasukhoz is segitséget nyujt. Csoporto-
sitasuk sokféle lehet, ezek kozil egy, pl. a kémhatas alapjan toérténé csoporto-
sitéas. Ennek alapjan az olddszerrendszerek savas, alkalikus vagy semleges kém-
hatadstak lehetnek. Mono- és oligoszaharidok elvalasztisara 4ltalaban mind
alkalmasak; cukorsavak futtatdsahoz a savas rendszerek, mig dezoxicukrok,
laktonok és cukoranhidridek elvalasztasahoz inkabb az alkalikus rendszerek
megfelel6bbek.

A futtatasi id6 szobahémérsékleten az alkalmazott technikatél és a papir
méreteitdl fiiggben néhany oratél tébb napig tarthat. Ep‘pen az emlitett kemé-
nyit6hidrolizis és reverziotermékek vizsgalatanal olyan olddszerek biztositottak
a legjobb elvalast, amelyekkel 120- 170, sGt 480 oras futtatasokra volt szlikség.
(Oldoszerek: etilacetat-piridin-viz = 8:2:1; n-propanol-etilacetat-viz =7:1:2
es amilalkohol-denaturaltszesz-viz = 54,2 : 25,4 :20,3). llyen hosszi futta-
tasi id6nél egy Ujabb, eddig nem emlitett probléma mertlhet fel, s ez az alland6
hémérséklet biztositasa, kulondsen akkor, ha pl. a nappali és €jszakai homer-
sékletklilonbségek nagyok. llyenkor magasabb hémérsekleten telit6dik a kad
légtere az oldoszer gézeivel, s ejjel a lenilessel egyitt lekondenzal. Lekondenzal,
dﬁ nemcsak az edeny falara, hanem a papirra is, és elfolyast, front-torzulast
okoz.

El6fordulhat, hogy tobbnapos futtatas esetén sem megfelel6 az elvalasztas.
Ilyenkor segithet a kétdimenzios, a tulfolyatasos, esetleg az ismételt futtatasos
technika alkalmazésa.

Leszallo technikanal alkalmazott talfolyatadsos futtatasnal az oldoészert -
miutan elérte a kromatogram-papir aljat, - lecsepegni hagyjuk. llyenkor el6-
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fordulhat, hogy a papir aljan az oldészer felgyiilemlik és csak a papir legmélyeb-
ben fekvg sarkan, esetleg hibas pontjan csepeg le. Ennek eredményeként eltor-
zulhatnak és dsszefolyhatnak az egyes zonak. A jelenséget a papir aljanak
»cakkozasaval” kerulhetjik el. Minél siir(ibb a cakkozés, annal egyenletesebben
csepeg le az oldészer. Ilyenkor természetesen sor keriilhet néhany gyorsan futd,
ezért a tulfolyatasnal a papirrél leeludlédd komponens ,felaldozasara”. Ezeket
természetesen rovidebb ideig tartd futtatassal identifikalhatjuk, vagy a lecse-
pegd oldoszerrel egyutt felfogva, beparlas utan meghatarozhatjuk. Mivel az
olddszerfront elmozdulédsa a tulfolyatasos futtatasnal nem mérhet6 le, az egyes
foltokd elmozduldsat valamely ismert Ry-G komponensre vonatkoztatva célszer(
megadni.

Az ismételt futtatast megfeleléen nagy R,-(, de egyméshoz kozeles6,
Osszeolvado foltok szétvalasztasara hasznaljuk. Ismételt futtatasnal, miutan
az olddszerfront vagy tulfolyatassal kombinalt technika esetén a leggyorsabban
halad6 folt a papir aljahoz ért, a papirt megszaritjuk és Gjra futtatjuk. Ezt
tébbszor is meg lehet ismételni. Az ismételt futtatas hatdsara az egyes foltok
hossza a futtatas iranyaban megrovidil, s6t az elkenédés is csokkenthetd.
Az ismétlések id&tartama tehet azonos, vagy kilénbdz8. Azonos id6tartamokra
bontasnal a kivant elmozduldshoz az egyszeri futtatdsnal sziikséges id6hoz
annyiszor adjuk hozzad az oldészerfrontnak a papir aljaig valé futdsanak az
idejét, ahanyszor ismétlénk, s ezt az 6sszid6t bontjuk fel az ismétlések szamanak
megfelel6en egyenl6 részekre. Természetesen végezhetbk az ismétlések agy is,
hogy elsére Ggy futtatunk, mint ismétlések nélkil futtatndnk, s ezt kdvetben
az ismétléseknel csak a papir aljaig futtatjuk az olddszert.

A modszer elénye, hogy a nagyobb Ry-u foltok is a papiron maradnak,
s a foltok is koncentraltabbak lesznek, ami f6ként kvantitativ kiértékelésnél
jelent el6nyt. Az elényokkel szemben a mddszer id6- és munkaigényessége
Jelentkezik hatranyként. Ismételt futtatasnal az Ry-értékeket vagy valamely
isme[)tebb komponensre lehet megadni, vagy Matthias mddszerével kiszamitani.
2. abra).

( Kv)alitativ kiértékelésnél a papiron szétvalt szénhidratokat valamilyen
reagens segitsegevel tessziik lathatova. Az el6hivas a szénhidratok vagy szarma-
zékuk valamely csoportjanak szinreakcigja alapjan térténik. Legelterjedtebbek
az ammonias ezistnitrat, az alkalikus difeniltetrazoliumklorid, a natriumper-
jodattartalma hivok, valamint a kildnboz6 fenolos és amintartalmd reagensek.

A részletes ismertetés helyett itt is a szakirodalomra szeretnék utalni,
amelyb6l adott feladathoz mindig a legmegfelelébbet, mondhatni a legjobban
»tetsz6t” valaszthatjuk ki. Tobbségiikben nagy érzékenységl, 1-5 gamma
cukor kimutatasara is alkalmas reagensek.

Ha kvantitativ kiértékelést akarunk végezni, felvitel és futtatas el6tt cél-
szer(i kimosni a papirt. Ezt végezhetjik pl. vizzel vagy éppen a futtatdo oldo-
szerrel. Futtatads utan, a kiértékelésnél G%Yjérhatunk el, hogy valamilyen maéd-
szerrel (pl. parhuzamosan kezelt kontrollcsikok elGhivasaval) el6hivas nélkiil
lokalizaljuk az egyes komponenseket, majd a kromatogramot Keresztben
csikokra vagva, elualjuk az egyes foltokat. Az eluatum ezutan tetszGleges szén-
hidrat mikromodszerrel hatarozhat6 meg. Természetesen vakprobat is kell
végezni, egy Ures papirrészt elualva. Kontrollcsikokat célszerlien a f6mez6
mindkét oldalan futtatunk, s még igy is csak elferdilt front esetén tudjuk eld-
hivas nélkil helyesen felvagni fo-kromatogramunkat. Rendszertelen front-
torzulas esetén gyakorlatilag Ujra lehet kezdeni a futtatast. A kvantitativ ki-
értékelés végezhet6 elucio nelkil is, ha a papirkromatogramot eléhivas utan
paraffinolajjal impregnaljuk, légtelenitjik, majd fotodenzitometraljuk. A madd-
szer lényegesen egyszer(ibb, gyorsabb, de sajnos pontatlanabb is, mint az eluciés
eljarasok, éppen az eléhivas és preparalas miatt.
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Kulén fi?yelmet érdemelnek a radioaktiv izotopos modszerek. Radiomet-
rias eljarasnal vagy maguk az elvalasztandd anyagok aktivak vagy a papirra
felvitel el6tt keverjuk hozzajuk a jelzett vegyuleteket; esetleg inaktiv vegyile-
teket futtatva, utdlag, neutron besugarzassal tesszilk aktivva azokat. lzotopok
alkalmazésakor a papirkromatografalas technikaja lényegében véltozatlan
marad, a kiértékelésnél viszont Gj, kvantitativ értékelési lehet6ségeket kapunk.
Legelterjedtebbek az autoradiografias, a Geiger - Muller szamlalécsoves és
szcintillaciés modszerek.

Autoradiografalasnal a kiértékelendé kromatogramot sotétben rontgen-
filmmel takarjuk le, és Uveglappal vagy méas nehezékkel régzitjuk. Kémiai
ex}pozicié elkeriilése céljabol vékony cellofan vagy m(ianya?féliét is lehet tenni
a film és a papir kozé, de ez lagy sugarzok esetében a folia sugaradszorpcidja
miatt kerllendd.

Az expozicié ideje a felvitt aktivitastol fugg, altaldban 107 impulzus/cm?2
nagysagrendd. A szénhidratoknal leggyakrabban alkalmazott izotépok a Cu,
H3 OB és PR Ezeknél kb. 6naposexpozicidval,0,005mikro-curieakimutatha-
tosag alsé hatara. Nagyobb aktivitasok néhanydras expoziciéval is kimutathatok.

Az exponalt és el6hivott filmek vizuélisan vagy denzitometralassal értékel-
het6k ki. Természetesen kvantitativ értékelésnél teljesen azonos modon kell
kezelni az egyes negativokat. A modszer nagy el6nye, hogy pl. elégtelen szét-
valds esetén a kromatogram tovabb futtathatd, mint azt pl. radioaktiv bioszin-
tézis Gtjan nyert cukorkeverékek szétvalasztasanal szdmtalanszor meg is tettik.

A Geiger.-Miller szamlalécsoves kiértékel6knél (3. &bra) a vizsgalando
kromatogramot végablakos vagy ataramlasos GM-csévek ablaka el6tt huzzuk el.

Szakaszos, kézi elhGzasnal a percenkénti belitésszamvaltozast mérjik, mig
ha a kromatogramot szinkronmotorral mozgatjuk, a kapott impulzusok iro-
szerkezetre vihet6k at, amely kirajzolja a foltok aktivitaseloszlasat. A felrajzolt
maximumok vonal alatti integralja planimetralassal megallapithat6 es az ablak,
a papir és a mlszerpapir elmozdulasat, valamint a hatasfokot figyelembevevé
faktorokkal valé beszorzés utan kapjuk a foltok aktivitasat.

llyen berendezést egyszer( Osszeallitani, mint azt mi is megtettik, és kb.
2 éve nemcsak kutatomunkankban, hanem vegyészhallgatoink laboratériumi
gyakorlatainal is sikeresen hasznaltuk. (X sbray

wp.lperr

3. &bra. Radiokromatogramm-kiértékclé vazlata 4. abra.Radiokromatogram _aktivitasel-
oszlasi gorbéje fruktoz, gliikéz, szaha-
roz elegyének elvalasztasa utan
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Radiokromatogram foltjait egyébként elualhatjuk egyenként is, és vagy
beszéritads utan, vagy folyadéekfazisban mérhetjik aktivitasukat. Utébbi esetben
& mérést vagy mertlés GM-csd'vel, vagy folyadékszcintillacids modszerrel vé-
gezziik. A folyadékszcintillaciés modszernél a radioaktiv cukoreluatumot,
setleg kozvetlenlil a kivagott kromatogramcsikot specialis szcintillator-
eoldattal egﬁmt egy kis edénykébe helyezzikk, s a keletkez6 felvillanasokat
aramma alakitva mérhetjik a bevitt anyag aktivitasat. Ilyen mér6berendezés
is mlikddik tanszekiinkon, és f6leg igen kis aktivitasok észlelésére igen jol alkal-
mazhat6. Maga az elualast kovetd aktivitdsmérés kiilondsen el6nyds olyan ese-
tekben, ahol az eluatumot mas célra is fel akarjuk hasznalni.

BYMAXHAA XPOMATOIPA®UA YTINIEBOAOB
M. ToT

ABTOp COOBLUAET ycnosun OYMAXKHON Xpomatorpaduu yrnesofos. O6Cyx-
[aeT [eiicTBMe CTPYKTYpbl YrNEBOAOB M TEXHWKM XpoMmaTorpaguu Ha antoauuio.
B pamKax HUCXOAALIETO PacTBOPEHUs MOAPO6HO COO6LUAET MOBTOPHLIA, Nepe/ns-
HOW W pagvoxpomatorpacg! Teckuii metoa.

PAPIERCHROMATOGRAPHIE VON KOHLENHYDRATEN
M. Téth

Verfasser bespricht die bei der Papierchromatographie von Kohlenhyd-
raten zu beachtenden Gesichtspunkte. Er behandelt den Einfluss der Struktur
und der chromatographischen Technik auf die Eluierung der Kohlenhydrate.
Bei der absteigenden Methode erdrtert er die wiederholte, die ausfliessende
sowie die radiochromatographische Methode eingehender.

PAPER CHROMATOGRAPHY OF CARBOHYDRATES
M. Téth

The aspects to be taken into account in the paper chromatographic inves-
tigation of carbohydrates are described by the author. Also the effect of the
structure of carbohydrates and of the chromatographic technique on the elution
process is discussed. In connection with the descendent running technique,
the repeated and overflow methods and radiochromatographic method are
treated in detail.

LA CHROMOTOGRAPHIE AU PAPIER DES HYDRATES DE CARBONE
M. Téth

L’auteur passe en revue les points de vue & prendre en considération quant
& la Chromatographie au papier des hydrates de carbone. 1l traite I’effet de la
constitution de I’'hydrate de carbone et de la technique de la Chromatographie
sur |’évaluation. En parlant de la méthode descendante il donne des détails
concernant les méthodes & répétition et & débordement, et aussi la méthode
radiochromatographique.
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