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PRO EXPERIMENTIS

Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie
von Zuckern

Die eindimensionale diinnschichtchromatographische
Trennung von Zuckergemischen auf unterschiedlichem
Tréagermaterial mit bekannten FlieBmittelsystemen!-?
war fiir unsere Untersuchungen nicht ausreichend. Die
vergleichsweise giinstigsten, fiir unsere Zwecke aber noch
nicht befriedigenden Trennungen erzielte man unter den
von J. JaciN und A. R. MisHKIN! und S. ADACHI?® beschrie-
benen Bedingungen. Sie benutzten als Trigermaterial mit
0,02 M Boratpufferlosung (pH 8,0) bzw. mit 0,1 M Na-
triumbisulfitlosung getranktes Kieselgel G und als FlieB3-
mittelsystem {so-Butanol/Eisessig/Wasser (5:4:1) (Sy-
stem I) bzw. n-Propanol/Wasser (8,5:1,5) (System II).
Auch die Durchlaufchromatographie nach M. BRENNER,
A NIEDERWIESER und G.PATAKI!® erwies sich hier als
vorteilhaft. Das Ziel unserer Arbeit war, unter Beriick-
sichtigung dieser beiden eindimensionalen Methoden Ge-
mische aus 8 bis 14 Mono- und Disacchariden durch zwei-
dimensionale Diinnschichtchromatographie vollstindig zu
trennen.

Methodik. (1) Bezeichnung dev Zucker und Testgemische.

Zucker-Testgemische

Bezeichnung Zucker Nr.

A 2,3 (bzw. 1,5,6,10 oder 12), 4, 7,8,9,11,13, 14
B 1 (oder 3), 2, 4 (bzw. 6, 8,9, 11 oder 12), 5 (oder 10)
C 1,3,5,6,10,12

D 1,3

E 5,10

F 4,6,8,9,11,12

G 1,2,3,4,5,6,7,8,9 (oder 11), 13, 14

H 1, 2, 3 (oder 12), 4, 5, 6 (oder 10), 7, 8, 9 (oder 11)
I 2,4, 5 (bzw. 10 oder 6), 7, 8,9 (oder 11}, 13, 14
K 2,4,7,8,9,10,12

L 1,2,4,7,8,9,10

M 2,3,4,7,8,9,10

N 1,2,3,4,5,6,7,8,9, (oder 11) 12, 13, 14

(¢} 1-14

P 1,5,6,12

R 1,3,5,6

S 1,2,4,5,6,7,8,9,12

T 1,2,3,4,7,8,9(oder 11), 10

1 J.Jacix und A.R.MisHkiN, J. Chromat. 78, 170 (1965).
2 D.W.Vounor und T.C.Tucker, J. Chromat. 77, 300 (1965).
3 S.ApacHi, J. Chromat. 77, 295 (1965).

Nr. Zucker Abkiirzung Nr.  Zucker Abkiirzung 4 F.Mrcueer und O, BerenDEs, Mikrochim. Acta 7963, 519.
1 Sorbose Sor 8 Saccharose  Sac 5 V.PrREY, H.ScuERz und E.BANCHER, Mikrochim. Acta 7963, 567.
2 Xylose Xyl 9  p-Cellobiose f-Cel ¢ P. G. PrrreRI, Anal. Chem. 37, 925 (1965).
3 Fructose Fru 10  Mannose Man 7 H.-H. STrRoH und W.ScHULER, Z. Chemie 4, 188 (1964).
4 Galactose Gal 11 Maltose Mal 8 D.WaLpi1, J. Chromat. 78, 417 (1965).
5 Glucose Glu 12 Ribose Rib ® G.JaymE und H. KNoLLE, Angew. Chem. 68, 243 (1956).
6 Arabinose Ara 13 Raffinose Raf 10 M. BRENNER, A.NIEDERWIESER und G.Pataxi, Experientia 77,
7 Lactose Lac 14  Rhamnose Rha 145, 237 (1961).

Tabelle I. Abhingigkeit des Rf-Wertes von der Schichtzusammensetzung und dem FlieBmittelsystem
Kieselgel G/ FlieBmittel- Rf-Werte (Mittelwerte aus drei Bestimmungen) von
Kieselgur G system
(%-Gehalt an Sor Xyl Fru Gal Glu Ara Lak Sac Cel Man  Mal Rib Raf Rha
Kieselgur) (1) (2) (3 4) (5) (6) (7 (8) 9) (10  (11)  (12) (13) (14)
Nr.
8:0 I 0,44 0,53 0,42 0,39 0,44 044 023 034 029 044 0,32 045 021 058
(0%) 1= 0,53 0,65 0,54 0,57 0,61 0,59 048 0,59 0,56 0,61 0,57 0,53 - -
I II® - - - - - - ~ - - - - - - -
7:1 I 0,47 0,56 0,43 0,42 047 047 0,26 0,37 0,33 0,48 0,36 0,49 0,22 0,61
(12,5%) II= 0,58 0,67 0,54 0,58 0,63 0,58 0,50 0,59 0,57 0,62 0,60 0,57 - -
11 II» 0,18 0,55 0,32 0,51 0,57 0,51 0,53 0,62 - - 0,58 - 0,51 0,47
5:3 I 0,59 067 0,57 053 0,59 0,59 03 0,49 043 0,61 0,47 063 0,28 0,72
(37,5%) 1I= 0,68 0,76 0,66 0,71 0,72 0,7t 0,59 0,72 0,72 0,76 0,71 0,69 - -
III II» 0,16 048 0,29 049 0,56 0,50 0,49 0,61 - - 0,57 - 0,47 0,41
3:5 I 0,68 0,74 0,67 0,63 0,69 0,69 0,44 0,59 0,53 0,69 0,57 0,71 0,41 0,79
(62,5%) 1= 0,74 0,84 0,73 0,79 0,83 0,79 070 080 0,77 080 0,77 0,76 - -
v IIv - - - - - - - - - - - - - -
1:7 I 0,87 092 087 08 09 09 068 083 0,77 09 0,79 0,89 0,60 0,93
(87,5%) II= 0,86 0,93 0,86 0,89 0,91 08 08 087 08 09 085 0,8 ~ -
A% IIv - - - - - - - - - - - - - -
0:8 I ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1
(100%) } IIa ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1 ~1

Vi 1e - - - - -

® zundchst leere Platte im FlieBmittelsystem I — Zwischentrocknung — Auftragen der Zucker — dann in derselben Richtung im FlieBmittelsystem
I1 entwickelt. » Rf-Werte der zweiten Dimension aus der zweidimensionalen Chromatographie des Testgemisches G.
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(2) Fliefmittelsysteme. (I) iso-Butanol/Eisessig/Wasser
5:4:11; (II) n-Propanol/Wasser 8,5:1,53; (III) n-Propa-
nol/Dimethylsulfoxid/Wasser 8,6:0,5:0,9.

(3) Trigevmatervialien. Folgende, in der Literatur be-
schriebene Trigermaterialien wurden als Sorptionsmittel
zur Diinnschichtchromatographie freier Zucker eingesetzt:
Kieselgel G1-3:4:6,14; Kieselgur G%11; Gemische aus bei-
den® 12; Aluminiumoxyd?; Magnesiumsilikat1?; Cellulose-
pulver?; Glasfaserpapiere?. Haufig sind die Sorptions-
mittel mit Boratpuffer-!, Phosphatpuffer®®, Natrium-
acetat-%6, Borsdure-® und Natriumbisulfit-Lisungen?
impréagniert.

Eindimensionale Vorversuche mit den Zucker-Testge-
mischen A, B, I, K, L, M (siche 1) zeigten, daB boratpuf-
ferimpragnierte Kieselgel G/Kieselgur G-Platten mit den
FlieBmittelsystemen I, IT bzw. I1I die beste Trennung er-
brachten.

Nach MarTIN und SyNGE?S fillt der Rf-Wert bei Misch-
trigern im Falle einer reinen Verteilungschromatographie
mit steigendem Gehalt an aktiver Komponente in Form
einer hyperbolischen Kurve:
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1

Rf = :
1+k/°‘[fo(1_xa)+Foxa]

fo = spezifische Oberfliche der reinen inerten Kompo-
nente (hier Kieselgur G) in cm?/g.

F, = spezifische Oberfliche der reinen aktiven Kompo-
nente (hier Kieselgel G) in cm?/g.

%, = Verhiltnis der Gewichtsmenge der aktiven Kompo-
nente zur Gesamtmenge.

o = Nernstscher Verteilungskoeffizient ¢/c,, (¢, = Sub-
stanzkonzentration in der stationiren, ¢, = Sub-
stanzkonzentration in der mobilen Phase), kann als
konstant angenommen werden (bei konstanter
Temperatur)

k" = Proportionalititsfaktor (Erkliarung s. 1%).

Wie Figur 1A bzw. Tabelle II zeigen, nehmen entspre-
chend dieser Gleichung die Rf-Werte aller untersuchten
Zucker im FlieBmittelsystem I mit steigendem Gehalt des
Trigergemisches an Kieselgel G hyperbolisch ab. Wird das

1 g, Srasr und U.KALTENBACH, J. Chromat. 72, 415 (1963).

12 L. WasserMANN und H.Hanvus, Naturwissenschaften 50, 351
(1963). ‘

13 H,GrassHoF, J. Chromat. 74, 513 (1964).

14 . Racazzi und G. VERONESE, Farmaco, Ed. prat. 78, 152 (1963).

15 A.J.P.MarTin und R.L. M. SyNGE, Biochem. J. 35,91, 1358 (1941).
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Fig.1. (A) Abhingigkeit des Rf-Wertes der Zucker 1-14 (s.1) von der
Schichtzusammensetzung bei Entwicklung mit FlieBmittel I. (B) Ab-
hingigkeit des Rf-Wertes der Zucker 1-12 (s.1) von der Schichtzu-
sammensetzung bei Entwicklung mit FlieBmittel IT nach vorherge-
hender Entwicklung der leeren Platte in gleicher Richtung mit Flie3-
mittel I und Zwischentrocknung (ausgezogen). Abhingigkeit des Ri-
‘Wertes der Zucker 1-8, 11, 13 und 14 (s.1.) von der Schichtzusam-
mensetzung bei Entwicklung mit FlieBmittel IT in der zweiten Dimen-
sion nach oben beschriebener Vorbehandlung (gestrichelt). (C) Ab-
hiangigkeit der Lage der Flecke des Testgemisches G vom Mengen-
verhiltnis Kieselgel G/Kieselgur G im Trigermaterial (s. Tabelle II).
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Triagermaterial zundchst durch Entwicklung im FlieB-
mittelsystem I getrdnkt, reproduzierbar zwischenge-
trocknet (s. 4), dann die Zucker aufgetragen und in dersel-
ben Richtung im FlieBmittelsystem II entwickelt, so ver-
halten sich die Rf-Werte mit steigendem Kieselgel G-
Gehalt ebenso (Figur 1B, ausgezogene Kurven, und Ta-
belle II). Nach diesen graphischen Darstellungen reichen
die Unterschiede der Rf-Werte bei Trigergemischen bis zu
60%, Kieselgur G-Gehalt aus, um in eindimensionaler
Chromatographie im FlieBmittelsystem I das Zuckerge-
misch A und im FlieBmittelsystem II unter erwdhnter
Vorbehandlung das Gemisch B eindeutig zu trennen. Je-
doch sind die Zucker-Kombination C im FlieBmittelsy-
stem I und die Zuckerkombinationen D, E und F im
FlieBmittelsystem II bei dieser eindimensionalen Chro-
matographie wegen der geringen Unterschiede der Rf-
Werte kritische Gemische (Figur 1A und B, Tabelle 11,
Figur 3A und B).

Zuckergemische, die im eindimensionalen Diinnschicht-
chromatogramm sowohl mit FlieBmittelsystem I als auch
mit FlieBmittelsystem Il die gleichen kritischen Zucker-
paare ergeben, lassen sich auf boratpufferimpragnierten
Kieselgel G/Kieselgur G-Platten dann gut auftrennen,
wenn in der ersten Dimension mit dem FlieBmittelsystem
I und nach erfolgter Zwischentrocknung (siche 4) in der
zweiten Dimension mit dem FlieBmittelsystem 11 bzw.
IIT entwickelt wird (so zum Beispiel die Auftrennung der
kritischen Zuckergemische P bzw. R, Figur 2C, D E).

Wir fanden, da@3 sich Kieselgel G/Kieselgur G-Triger-
schichten mit 12-389; Kieselgur G-Gehalt zur zweidimen-
sionalen Trennung von Zuckergemischen besonders gut
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erwiinschten Ausbreiten und Ineinanderlaufen der Flecke
kommen, wodurch ihre eindeutige Unterscheidung ver-
hindert wird. Diese Erscheinung trat besonders leicht bei
Fructose und Sorbose auf.

(4) Beschichtung, Aktivierung und Zwischentvocknung.
40 g Sorptionsmittel wurden im Erlenmeyerkolben 30 sec
mit 90 ml 0,02 M Boratpufferlésung (pH 8,0; 100 ml
wiassrige 0,02 M Borsdure und 3,0 ml 0,02 M Dinatrium-
tetraborat-Losung) geschiittelt und die Suspension mit
dem Desaga-Streichgerdt (Schlitzbreite 0,25 mm) auf
Glasplatten (20 - 20 cm) gestrichen. Die beschichteten
Platten wurden 45 min unter Raumbedingungen gelagert,
anschlieBend 30 min bei 110°C aktiviert, iiber CaCl, auf-
bewahrt und kurz vor der Benutzung nochmals 30 min
bei 110°C aktiviert. Eine durchgehende Aktivierung von
60 min bei 110°C ergab denselben Effekt.

Tabelle II. Lage der Flecken des Testgemisches G bei zweidimensio-
naler Chromatographie auf unterschiedlichen Tragergemischen be-
grenzt durch die Rf-Werte (s. auch Figur 1C)

Kieselgel G/ 1.Dimension A-Rf-Wert 2.Dimension A-Rf-Wert
Kieselgur G

(%-Gehalt an

Kieselgur G)

Nr.

eignen und benutzten daher Platten aus Kieselgel G und 8:0 (O’O)_I 0,07 0,65 0,58 0,04 > 0,63 0,59
: . . oo > . 7:1(12,5)11 0,12 - 0,72 0,60 0,11 - 0,67 0,56
Kieselgur G im Gew1chts__verhaltn1§ 5:3 bzw. 7:1 (Figur 5:3(37.5) 111 019 ->0.75 0,56 0,09 = 0.60 0,51
1A, B und C). Dadurch riickt das Fleckenfeld etwas mehr 3.5 (62,5 IV 0,29 > 0,85 0,56 0,50 > 0,88 0,38
zur Mitte der Platte. Die spezifische Kieselgur G-Ober- 1:7(87,5V 0,47 > 0,91 0,44 0,69 —> 0,93 0,24
fliche ist sehr klein. Daher kann es bei hcherem Kiesel- 0:8(100) VI 0,91 —1,0 0,09 0,74 - 1,0 0,26
gur G-Anteil schnell zur Uberladung und damit zum un-
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oo oo oo oo 1 Fig.2. Zucker vor der Zwischentrocknung aufgetragen. (A) Ein-
oo ac oo oo dimensionale Chromatographie der Zuckergemische P und R (s.1)
oo oo oo oo auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Tragergemisch III = 5:3; IT =
oo co oo co 7:1; s. Tabelle II) mit FlieBmittel II nach vorhergehender Entwick-
oo e =3+ oo lung der leeren Platten mit FlieBmittel I und Zwischentrocknung.
— ‘e 88 oo (B) Eindimensionale Chromatographie der Zucker 1-14 (s.1) auf
= °°B° :: ae 35 Kieselgel G/Kieselgur G-Platte (Trdagergemisch IT = 7:1) mit FlieB-
E < oo S e e-° mittel IT nach unter (A) beschriebener Vorbehandlung der Triger-
§ oo = Z’; schicht. Abweichungen von der Lage der Flecke auf nicht vorbehan-
= o=y — delten Platten (schraffierte Flecke) bei den Zuckern 1, 3, 5 und 12
[ o (gestrichelte Flecke auf Chromatogrammen A und B: schwach sicht-
Start Start bare Artefakte). (C) und (D) Eindimensionale Chromatographie des

gemisch IIT = 5:3;

Zuckergemisches P auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (C) Trager-

(D) IT = 7:1; s. Tabelle IT mit FlieBmittel II in der zweiten Dimension nach unter (A) beschriebener Vorbehandlung

der Tragerschicht. Eingezeichnet wurde zusitzlich das zweidimensionale Chromatogramm des Zuckergemisches P (ausgefiillte Flecke).

(E) Eindimensionale Chromatographie des Zuckergemisches R auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Trédgergemisch II =

7:1; s. Tabelle

I1) mit FlieBmittel II in der zweiten Dimension nach unter (A) beschriebener Vorbehandlung der Trégerschicht. Eingezeichnet wurde
zusitzlich das zweidimensionale Chromatogramm des Zuckergemisches R (ausgefiilite Flecke).
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(ORha
Oxt Oxt Oxyt Oxyt Qo
Sor Fru
8’;{3 Qara QN QL OMan b ST AR oo
T am Qoai Qoal Otal > Gal s [ ven | Sen { Jrn
Sac sac Osac Oses Osas ‘ do \Joar (el (et (JGel Fig.3. (A) Eindimensionale Chromatographie
= cel Gal Gal Gal Gal .
— Ocel  Ocel Qcet Ocet Oca = Gal 3 Ols O lac der Zuckergemische H, I, K, L. und M (s.1)
= 0 0 0 = Olac Otec Qlec auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Trager-
= tae Qtsc QOtac Otac Ulec 5 ) 0 fru ! . €
£ 0 Rt 2 Oriv Orib gemisch 11 = 7:1; s. Tabelle II) mit Flies-
3 %’ Osor O sor mittel I, (B) Eindimensionale Chromatogra-
= phie der Zuckergemische H, I; (= I auBer
Rha und Raf), K, L und M auf Kieselgel G/
Kieselgur G-Platten (Tragergemisch II =
A H Lok LM B oW Kk LM 7:1; s. Tabelle IT) mit FlieBmittel II.

Nach der Entwicklung der Chromatogramme in der
ersten Dimension mit dem FlieBmittelsystem I wurde die
folgende Zwischentrocknung eingeschoben: 1 h Vortrock-
nung bei 55°C im Umlufttrockenschrank (Typ FTV 340
Heraeus), anschliefend 2 h Trocknung bei 55°C iiber Na-
triumhydroxid und Calciumchliorid im Vakuumtrocken-
schrank (0,15 Torr). Die Platten konnten sofort oder nach
Lagerung iiber den erwidhnten Trockenmitteln mit gutem
Erfolg mit dem FlieBmittelsystem II bzw. III in der zwei-
ten Dimension entwickelt werden.

Evgebnisse und Diskussion. Durch die Zwischentrock-
nung wird die Trigerschicht polyzonal aktiviert. Das
trockene Sorptionsmittel kommt wéhrend des Trennungs-
prozesses in der ersten Dimension mit dem Dreikompo-
nenten-FlieBmittel I in Beriihrung; es besteht also an-
fangs kein Gleichgewicht zwischen stationdrer und mobi-
ler Phase; deshalb erleiden diese Systeme beim Eindrin-
gen in die Schicht eine teilweise Entmischung. Diese
chromatographische FlieBmittelauftrennung ist in der
Papier- und Diinnschichtchromatographie bekannt?é, und
ein entsprechender Vorgang wird bei der Frontanalyse
nach TIsELIUS!? ausgenutzt; sie bedingt einerseits in Rich-
tung der ersten Dimension eine polyzonale Desaktivierung
und ermoglicht andererseits wihrend der Zwischentrock-
nung eine parallel laufende abgestufte Aktivierung der
Sorptionsschicht. Die Figuren 2A bis E veranschaulichen
diese Erscheinung und lassen drei unterschiedliche Aktivi-
titsbereiche der Trigerschicht erkennen. Da ein Zusam-
menhang zwischen dem Elutionsvermégen eines Losungs-
mittels, das heiBt seiner Affinitit zum Sorptionsmittel,
und seiner Dielektrizitdtskonstanten e besteht18-20 wer-
den bei der Einstellung des jeweiligen lokalen Gleichge-
wichts zwischen stationirer und mobiler Phase die polare-
ren Komponenten bevorzugt vom Trigermaterial abge-
fangen. Nach der Stellung der Komponenten des FlieB3-
mittelsystems I in der eluotropen Reihe muBl Wasser
(DK = 81,1; 18°C, 4 > 10%*cm)? bevorzugt in einer an
den Eintauchspiegel grenzenden Zone adsorbiert werden,
iso-Butanol (DK = 28,2; 0°C, 1 > 104 cm) 2! und Eisessig
(DK = 6,29; 0°C, 4 > 10* cm) 2! sollten sich dagegen zwi-
schen dieser Zone und der FlieBmittelfront anreichern.
Jedoch werden die Adsorptionsvorginge zusétzlich durch
pK-Wert, Dipolmoment, Molekularstruktur des Losungs-
mittels und Aktivitdt des Sorptionsmittels beeinfluit, so
daB ohne weitere Untersuchungen eine genaue Zuordnung
nicht getroffen werden kann.

Die thermisch instabilen Zucker bilden unter den Be-
dingungen der Zwischentrocknung Artefakte (Figur 24,

B), die an der Startlinie zur zweiten Dimension haften
bleiben und somit die Identifizierung der Zucker nicht
storen.

Durch eindimensionale Chromatographie im Fliefimit-
telsystem I werden die Zucker des Testgemisches I ein-
deutig getrennt (Figur 3A). Dagegen erfolgt unter den
gleichen Bedingungen eine Auftrennung der Testgemische
K, L, M und insbesondere von H nicht mehr (Figur 3A).
Noch weniger eignet sich hierfiir das FlieBmittelsystem II
(Figur 3B).

Die beschriebene zweidimensionale Diinnschichtchro-
matographie ermoglicht auch die Trennung und Identifi-
zierung dieser und noch komplizierterer Zuckergemische,
wie zum Beispiel N und O (Figuren 4 A-D und 1C). Wie
jedoch die Rf-Werte in der Tabelle III zeigen, bleiben
beim Testgemisch O (14 Zucker) Fru und Rib, p-Cel und
Mal sowie Man und Glu bzw. Man und Ara kritische Zuk-
kerpaare (Figur 4D). Auf Grund ihrer unterschiedlichen
Rf-Werte in der zweiten Dimension kénnen Glu und Ara
ohne Schwierigkeiten bestimmt werden. In Gegenwart

Tabelle III. Rf-Werte der kritischen Zuckerpaare bei der zweidi-
mensionalen Diinnschichtchromatographie

Zuckerpaare 1. Dimension 2. Dimension
Fructose 0,43 0,34
Ribose 0,49 0,31
[-Cellobiose 0,33 0,57
Maltose 0,36 0,59
Mannose 0,48 0,57
Glucose 0,47 0,61
Mannose 0,48 0,57
Arabinose 0,47 0,53

16 A N1EpERWIESER und M. BRENNER, Experientia 27, 50, 105 (1965).

17 A, Tiserius, Ark., Kemi Miner. Geol. 74 B, 22 (1940).

18 W. TrappE, Biochem. Z. 305, 150 (1940).

19 H,BROCKMANN, Angew. Chem. 59, Teil A, 199 (1947).

20 E. HuLTIN, Acta chem. scand. 79, 584 (1965).

21 1. D'ans und E.Lax, Taschenbuch fir Chemiker und Physiker
(1943).
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Fig.4. (A) Zweidimensionale Chromatographie des Zuckergemisches

S auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platte (Trdgergemisch IT = 7:1),

(B) Ebenso Zuckergemisch T. (C) Ebenso Zuckergemisch N. (D)
Ebenso Zuckergemisch O.

Tabelle IV, Farbreaktionen von Fructose und Ribose bzw. Arabi-
nose, Mannose und Glucose mit verschiedenen Spriihreagentien

Spriihreagens Zucker Farbe bei Literatur
Tageslicht

Phenol-H,S0,» Fructose blauviolett 3

Ribose orange
Orcin-Fe-109%ige Fructose rotbraun 22
H,SO,» Ribose blau
Anilin-Diphenylamin- Fructose rotbraun 22,23
H,PO,¢ Ribose olivgriin
Anisidin-Phthalat- Arabinose rot 2
Reagensd Mannose braun

Glucose braun

a Phenol-H,S0,-Reagens®: 3,0 g Phenol und 5,0 ml konzentrierter
H,S0, in 95,0 ml Athanol 18sen. Platten bei 60°C 15 min im Um-
lufttrockenschrank trocknen, dann besprithen und 10-15 min auf
110°C erhitzen. » Orcin-Fe-10%ige H,50,-Reagens??: Kurz vor der
Benutzung zu 10 ml 10%iger H,SO,, die 1% FeCl; enthilt, 1 ml
6%ige idthanolische Orcinlosung zusetzen. (Behandlung der Chro-
matogramme wie oben; 100°C). ¢ Anilin-Diphenylamin-H,PO,-
Reagens?%23: 1,0 g Diphenylamin und 1,0 ml Anilin in 50 ml Aceton
l6sen, mit 5,0 ml konzentrierter H,PO, versetzen. (Behandlung der
Chromatogramme wie oben; 80-100°C). ¢ Anisidin-Phthalat-Rea-
gens?: 1,23 g p-Anisidin und 1,66 g Phthalsiure in 100 ml 95%igem
Athanol l6sen (Behandlung der Chromatogramme wie oben, 100°C).
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von Mannose, deren Ri-Wert dazwischen liegt, erscheint
ein einziger langgezogener Fleck. In diesem Fall wird das
Zuckergemisch isoliert und erneut mit dem FlieBmittel-
system Phenol aq. (~909%): Wasser = 10:1,25 (V/V) 4
0,02%, 8-Hydroxychinolin eindimensional auf Cellulose-
Platten (300 MN; Machery, Nagel & Company) aufge-
trennt (Rf-Werte: Glucose = 0,35; Mannose = 0,40 und
Arabinose = 0,50)2. Auf dem urspriinglichen Chromato-
gramm kann Arabinose durch seine Rotfirbung mit Anisi-
din-Phthalat-Spriihreagenz neben Mannose und Glucose
(Braunfirbung) nachgewiesen werden (Tabelle IV). Da-
gegen ist eine nochmalige Chromatographie des kritischen
Paares Fructose-Ribose nicht notig. Bedingt durch die
Abweichung der Rf-Werte besonders in der ersten Dimen-
sion sind die Flecke in ihrer Endlage so weit getrennt, daf3
durch unterschiedliche Farbreaktionen mit Spriihreagen-
tien (Tabelle IV) beide Zucker nebeneinander nachgewie-
sen werden koénnen.

Die chromatographische Trennung von f-Cel und Mal
oder ihre differenzierte Anfirbung durch Spriihreagentien
war nicht moglich. Die angegebenen Rf-Werte waren gut
reproduzierbar. Jedoch erschwert das Verfahren zweidi-
mensionaler Diinnschichtchromatographie die Einhaltung
konstanter Bedingungen; besonders die Zwischentrock-
nung mufB sorgsam gehandhabt werden.

Erst durch eine standardisierte Methodik, das heif3t
gleiche Zusammensetzung und Vorbehandlung (Aktivie-
rung) der Tréigerschicht, konstante relative Luftfeuchtig-
keit, Kammersittigung, konstante Temperatur usw.,
kénnen genau reproduzierbare Rf-Werte (4 0,01 Einhei-
ten) erwartet werden?$, die dann als MaBzahlen fiir die
einzelnen Saccharide bezeichnet werden konnten.

Summary. Complex sugar mixtures can be separated
and identified by twodimensional thin-layer chromato-
graphy using borate-impregnated silica gel G/kieselguhr G
as carrier material. The separation of the solvent mixture
iso-butanol/glacial acetic acid/water (5:4:1) during chro-
matography in the first dimension and the subsequent
intermediate drying cause a polyzonal (graduated in
zones) activation of the sorption layer. In this way, the
critical sugar mixtures in one-dimensional thin-layer
chromatography can be separated in the second dimension
using the solvent system propanol/water (8.5:1.5) or #-
propanol/dimethyl sulphoxide/water (8.6:0.5:0.9).
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