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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Z w e i d i m e n s i o n a l e  D f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  

y o n  Z u c k e r n  Bezeichnung 

A 
Die  e i n d i m e n s i o n a l e  d t i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h e  B 

T r e n n u n g  y o n  Z u c k e r g e m i s c h e n  a u f  u n t e r s c h i e d l i c h e m  C 
T r / i g e r m a t e r i a l  m i t  b e k a n n t e n  F l i e B m i t t e l s y s t e m e n  1-9 D 
w a r  f t i r  u n s e r e  U n t e r s u c h u n g e n  n i c h t  a u s r e i c h e n d .  Die  E 
v e r g l e i c h s w e i s e  g i i n s t i g s t e n ,  f t i r  u n s e r e  Z w e c k e  a b e r  n o c h  F 
n i c h t  b e f r i e d i g e n d e n  T r e n n u n g e n  e rz ie l t e  m a n  u n t e r  d e n  G 
y o n  J .  JAClN u n d  A. R .  MISHKIN 1 u n d  S. ADACHI 8 b e s c h r i e -  H 
b e n e n  B e d i n g u n g e n .  Sic b e n u t z t e n  a ls  Tr~Lgermate r i a l  m i t  I 

K 
0,02 M B o r a t p u f f e r l 6 s u n g  ( p H  8,0) bzw.  m i t  0,1 M N a -  L 
t r i u m b i s u l f i t l 6 s u n g  g e t r / i n k t e s  K i e s e l g e l  G u n d  als  F l ieB-  M 
m i t t e l s y s t e m  i so-Butanol /Eisess ig/Wasser  ( 5 : 4 : 1 )  (Sy-  N 
s t e m  I) bzw.  n - P r o p a n o l / W a s s e r  (8 ,5 :1 ,5)  ( S y s t e m  I I ) .  O 
A u c h  d ie  D u r e h l a u f c h r o m a t o g r a p h i e  n a c h  M. BRENNER, P 
A. NIEDERWIESER u n d  G. PATAKI 1~ e r w i e s  s i c h  b i e r  a l s  R 
v o r t e i l h a f t .  D a s  Zie l  u n s e r e r  A r b e i t  wa r ,  u n t e r  B e r i i e k -  S 
s i c h t i g u n g  d i e se r  b e i d e n  e i n d i m e n s i o n a l e n  M e t h o d e n  Ge-  T 
m i s c h e  a u s  8 b is  14 M o n o -  u n d  D i s a c c h a r i d e n  d u r c h  zwei -  
d i m e n s i o n a l e  D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  v o l l s t / i n d i g  zu  
t r e n n e n .  

Methodik. (1) Bezeichnung der Zucker und Testgemische. 

Nr. Zucker Abkfirzung Nr. Zucker Abkfirzung 

1 Sorbose Sor 8 Saccharose Sac 
2 Xylose Xyl 9 fi-Cellobiose fi-Cel 
3 Fructose Fru 10 Mannose Man 
4 Galaetose Gal 11 Maltose Mal 
5 Glucose Glu 12 Ribose Rib 
6 Arabinose Ara 13 Raffinose Raf 
7 Lactose Lae 14 Rhamnose Rha 

Zucker-Testgemische 

Zueker Nr. 

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

1 J.JAcIN und A. R.MISHKIN, J. Chromat. 18, 170 (1965). 
D.W.VOMHOF und T.C.TuCKER, J. Chromat. 17, 300 (1965). 

a S.ADACHI, J. Chromat. 17, 295 (1965). 
4 F. MzcnXEL und O. BERENDES, Mikrochim. Acta 1963, 519. 
5 V. PREY, H. SCHERZ und E. BANCHER, Mikroehim. Acta 7963, 567. 
6 p. G. PIFFERI, Anal. Chem. 37, 925 (1965). 

H.-H. STROH und W. SCHOLER, Z. Chemie 4, 188 (1964). 
8 D. WALDI, J. Chromat. 18, 417 (1965). 

G. JAYME und H. KNOLLE, Angew. Chem. 68, 243 (1956). 
10 M. BRENNER, A. NIEDERWIESER und G. PATAKI, Experientia 17, 

145, 237 (1961). 

Tabelle I. Abh~ingigkeit des Rf-Wertes v o n d e r  Schichtzusammensetzung und dem FlieBmittelsystem 

Kieselgel G/ Fliel3mittel- Rf-Werte (Mittelwerte aus drei Bestimmungen) von 
Kieselgur G systenl 
(%-Gehalt an Sor Xyl Fru Gal Glu Ara Lak 
Kieselgur) (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 
Nr. 

Sac Cel Man Mal Rib Raf Rha 
(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

8 : 0 ] I 0,44 0,53 0,42 0,39 0,44 0,44 0,23 0,34 0,29 0,44 0,32 0,45 0,21 0.58 
(0%) j II �9 0,53 0,65 0,54 0,57 0,61 0,59 0,48 0,59 0,56 0,61 0,57 0,53 - - 
I II b . . . . . . . . . .  

7 : 1 ] I 0,47 0,56 0,43 0,42 0,47 0,47 0,26 0,37 0,33 0,48 0,36 0,49 0,22 0,61 
(12'5~176 / II~ 0,58 0,67 0,54 0,58 0,63 0,58 0150 0,59 0,57 0,62 0,60 0,57 - - 
II II b 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 0,67 0,57 0,53 0,59 0,59 0,35 0,49 0,43 0,61 0,47 0,63 0,28 0,72 
(37,5%) 1 II~ 0,68 0,76 0,66 0,71 0,72 0,71 0,59 0,72 0,72 0,76 0,71 0,69 - - 
III II b 0,16 0,48 0,29 0,49 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 
(62'50/0) / [I~ 0,74 0,84 0,73 0,79 0,83 0,79 0,70 0,80 0,77 0,80 0,77 0,76 - - 
IV II b . . . . . . . . . . . .  

1 : 7 | I 0,87 0,92 0,87 0,86 0,90 0,90 0,68 0,83 0,77 0,90 0,79 0,89 0,60 0,93 
(87,5%) / II~ 0,86 0,93 0,86 0,89 0,91 0,85 0,85 0,87 0,86 0,90 0,85 0,80 - - 
V II b . . . . . . . . . . . . . .  

0:8 | I ~ 1  ~ 1  ~ 1  ,~1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  
(100%) / IIa ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ I  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  ~ 1  
VI l i  b . . . . . . . . . . . .  

zun/ichst leere Platte im FlieBmittelsystem I - Zwischentrocknung - Auftragen der Zucker - dann in derselben Richtung im FlieBmit telsystem 
II entwickelt, b Rf-Werte der zweiten Dimension aus der zweidimensionalen Chromatographie des Testgemisches G. 
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(2) Flieflmittelsysteme. (I) i so -Bu tano l /E i se s s ig /Wasser  
5 : 4 : 1 z; (II) n - P r o p a n o l / ' W a s s e r  8, 5 : 1,5 3 ; (III) n - P r o p a -  
n o l / D i m e t h y l s u l f o x i d / W a s s e r  8,6: 0,5: 0,9. 

(3) Trggermaterialien.  F o l g e n d e ,  in  d e r  L i t e r a t u r  be -  
s c h r i e b e n e  T r g g e r m a t e r i a l i e n  w u r d e n  als S o r p t i o n s m i t t e l  
zu r  D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  f re ie r  Z u c k e r  e i n g e s e t z t  : 
K ie se lge l  G ~, a,*, ~, ~ ;  K i e s e l g u r  G s, n ;  G e m i s c h e  aus  be i -  
d e n  ~, ~ ; A l u m i n i u m o x y d  ~ ; M a g n e s i u m s i l i k a t  ~a; Cel lu lose-  
pu lve r ~ ;  G l a s f a s e r p a p i e r e %  H~tufig s i n d  d ie  S o r p t i o n s -  
m i t t e l  m i t  Bo r a tpu f f e r -Z ,  P h o s p h a t p u f f e r S , " ,  N a t r i u m -  
a e e t a t  -~,6, Bors~iure-~ u n d  N a t r i u m b i s u l f i t - L 6 s u n g e n  a 
i m p r X g n i e r t .  

E i n d i m e n s i o n a l e  V o r v e r s u c h e  m i t  d e n  Z u c k e r - T e s t g e -  
m i s c h e n  A, B, I,  K,  L,  M (s iehe 1) ze ig ten ,  dat l  b o r a t p u f -  
fe r impr~ign ie r te  K iese lge l  G / K i e s e l g u r  G - P l a t t e n  m i t  d e n  
F l i e B m i t t e l s y s t e m e n  I, I I  bzw.  I I I  d ie  b e s t e  T r e n n u n g  er-  
b r a c h t e n .  

N a c h  MARTIN u n d  SYNGE 1~ f~l l t  d e r  R f - W e r t  be i  Misch -  
t r / i ge rn  i m  F a l l e  e ine r  r e i n e n  V e r t e i l u n g s c h r o m a t o g r a p h i e  
m i t  s t e i g e n d e m  G e h a l t  a n  a k t i v e r  K o m p o n e n t e  in  F o r m  
e ine r  h y p e r b o l i s c h e n  K u r v e  : 

1 
R f =  

l + k '  or [/o ( 1 - - x a )  + Foxa] 

/0 = spez i f i s che  Ober f l / i che  d e r  r e i n e n  i n e r t e n  K o m p o -  
n e n t e  (b ier  K i e s e l g u r  G) in  cm~/g. 

F 0 = spez i f i s che  Oberfl~tche d e r  r e i n e n  a k t i v e n  K o m p o -  
n e n t e  (h ier  Kiese lge l  G) in  cm2/g.  

Xa = Verh&l tn i s  d e r  G e w i c h t s m e n g e  d e r  a k t i v e n  K o m p o -  
n e n t e  zu r  G e s a m t m e n g e .  

= N e r n s t s c h e r  V e r t e i l u n g s k o e f f i z i e n t  Cs/Cm (Cs ~ Sub-  
s t a n z k o n z e n t r a t i o n  in  d e r  s t a t i on / t r en ,  cm ~ S u b -  
s t a n z k o n z e n t r a t i o n  in  d e r  m o b i l e n  Phase ) ,  k a n n  als 
k o n s t a n t  a n g e n o m m e n  w e r d e n  (bei  k o l l s t a n t e r  
T e m p e r a t u r )  

k'  = P r o p o r t i o n a l i t S . t s f a k t o r  (E rk lArung  s. 15). 

W i e  F i g u r  i A bzw.  Tabe l l e  I I  ze igen,  n e h m e n  e n t s p r e -  
c h e n d  d i e se r  G l e i c h u n g  d ie  R f - W e r t e  a l ler  u n t e r s u c h t e n  
Z u c k e r  i m  F l i e l 3 m i t t e l s y s t e m  I m i t  s t e i g e n d e m  G e h a l t  des  
TrS~gergemisches an  Kiese lge l  G h y p e r b o l i s c h  ab.  W i r d  das  
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11 ]~. STAttL und U. KALTI~NBACH, J. Chromat. 72, 415 (1963). 
12 L. WAsSERMANN und H. HANuS, Naturwissenschaften 50, 351 

(1963). 
la H.GRASSEOF, J. Chromat. /4, 513 i1964). 
z~ E. RAGAZZI und G. VERONESE, Farmaeo, Ed. prat. 78, 152 (1963). 
15 A. J. P. MARTIN und R. L. M. SYNGE, Bioehem. J. 35, 91,1358 (1941). 
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Fig. 1. (A) Abh~ingigkeit des Rf-Wertes der Zucker 1-14 (s. 1) vonder  
Schichtzusammensetzung bei Entwicklung mit FlieBmittel I. (B) Ab- 
h~ngigkeit des  Rf-Wertes der Zucker 1-12 (s. 1) yon der Schichtzu- 
sammensetzung bei Entwicklung mit FlieBmittel II nach vorherge- 
hender Entwicklung der leeren Platte in gleicher Richtung mit Fliel3- 
mittel I und Zwischentrocknung (ausgezogen). Abh~ingigkeit des Rf- 
Wertes der Zucker 1-8, 11, 13 und 14 (s. 1.) vonder  Schichtzusam- 
mensetzung bei Entwicklung mit FtieBmittel I I in der zweiten Dimen- 
sion naeh oben beschriebener Vorbehandlung (gestriehelt). (C) Ab- 
hangigkeit der Lage der Flecke des Testgemisehes G vom Mengen- 
verhaltnis Kieselgel G/Kieselgur G im Tr/igermaterial (s. Tabelle II). 
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Tr/~germaterial zun/~chst durch  En twick lung  im FlielS- 
mi t t e l sy s t em I getr~nkt ,  r eproduz ie rbar  zwischenge-  
t rockne t  (s. 4), d a n n  die Zucker aufge t ragen  und  in dersel-  
ben R ich tung  im Fl ieBmit te l sys tem II  entwickel t ,  so ver-  
ha l t en  sich die Rf -Wer t e  mi t  s t e igendem Kieselgel  G- 
Gehal t  ebenso (Figur 1B, ausgezogene Kurven ,  und  Ta- 
belle II).  Nach diesen graph ischen  Dars te l lungen  re ichen 
die Unte rsch iede  der  Rf -Wer t e  bei Tr~tgergemischen bis zu 
60% Kieselgur G-Gehal t  aus, um in e ind imens iona le r  
Chromatograph ie  im F l i egmi t t e l sys t em I das Zuckerge- 
misch A und  im Fl iel3mit telsystem II  un te r  erwXhnter  
Vorbehand lung  das Gemisch B eindeut ig  zu t rennen .  Je- 
d0ch sind die Zucke r -Kombina t ion  C im Fl ieBmit te lsy-  
s t em I und die Zuckerkombina t ionen  D, E und  F im 
F l i egmi t t e l sys t em II  bei dieser e indimensionalen  Chro- 
matograph ie  wegen der  ger ingen Unte rsch iede  der  Rf-  
Wer t e  kri t ische Gemische (Figur 1A und  B, Tabelle II,  
F igur  3 A und B). 

Zuckergemische,  die im e indimensionalen  Dfinnschicht -  
c h r o m a t o g r a m m  sowohl mi t  F l ieBmit te l sys tem I als auch 
mi t  Fl iel3mit telsystem II  die gleichen kr i t i schen Zucker- 
paare  ergeben, lassen sich auI boratpufferimprS~gnierten 
K i e s e l g e l G / K i e s e l g u r G - P l a t t e n  dann  gut  auf t rennen ,  
wenn  in der e rs ten  Dimension mi t  dem Fl ieBmit te l sys tem 
I und nach  erfolgter  Zwischen t rocknung  (siehe 4) in der  
zwei ten Dimension  mi t  dem FlielSmit telsystem II  bzw. 
I I I  en twickel t  wird (so zum Beispiel die A u f t r e n n u n g  der  
kr i t i schen Zuckergemische P bzw. R, Figur  2C, D E). 

Wir  fanden,  dab sich Kieselgel G/Kieselgur  G-Tr~ger- 
schichten  mit  12 38% Kieselgur G-Gehal t  zur zweidimen-  
s ionalen Trennung  yon  Zuckergemischen besonders  gut  
e ignen und b e n u t z t e n  daher  P l a t t e n  aus Kieselgel G und  
Kieselgur  G im Gewichtsverh/~ltnis 5:3 bzw. 7 : 1 (Figur 
1 A, B und C). D adu rch  rfickt das Fleckenfeld  e twas  mehr  
zur Mit te  der P la t te .  Die spezifische Kieselgur  G-Ober-  
fl~che ist sehr  klein. Daher  kann  es bei h6herem Kiesel- 
gut  G-Antei l  schnell  zur l~berladung und  dami t  zum un- 

erwf inschten  Ausbre i ten  und  Ine inander l au fen  der  Flecke 
kommen,  wodurch  ihre e indeut ige  Un te r sche idung  ver- 
h i n d e r t  wird. Diese Ersche inung  t r a t  besonders  le icht  bei 
Fruc tose  und  Sorbose auf. 

(4) Beschichtung, A ktivierung und Zwischentrocknung. 
40 g Sorp t ionsmi t t e l  wurden  im Er l enmeyerko lben  30 sec 
mi t  9 0 m l  0,02 M Bora tpuf fer l6sung (pH 8,0; 1 0 0 m l  
w~ssrige 0,02 M Bors/iure und  3,0 ml  0,02 M Dina t r ium-  
t e t rabora t -L6sung)  geschi i t te l t  und  die Suspens ion  mi t  
dem Desaga-Stre ichger / t t  (Schli tzbrei te  0 ,25mm)  auI 
Glasp la t t en  (20.  20 cm) gestr ichen.  Die besch ich te t en  
P l a t t e n  wurden  45 min un te r  R a u m b e d i n g u n g e n  gelagert ,  
anschlieBend 30 min bei I I 0 ~  akt ivier t ,  fiber CaCI~ auf- 
b e w a h r t  und  kurz vor  der  Benu tzung  nochmals  30 min 
bei 110~ akt ivier t .  Eine  durchgehende  Akt iv ie rung  yon 
60 min  bei 110~ ergab dense lben  Effekt .  

Tabelle II. Lage der Flecken des Testgenfisches G bei zweidimensio- 
haler Chromatographie auf unterschiedlichen Trfigergemisehen be- 

grenzt durch die Rf-Werte (s. aueh Figur 1C) 

Kieselgel G/ 
I(ieselgur G 
(%-Gehalt an 
Kieselgur G) 
Nr. 

1.Dimension A-Rf-Wert 2.Dimension A-Rf-Wert 

8 : 0 (0,0) I 0,07 -~ 0,65 0,58 0,04 --~ 0,63 0,59 
7:1 (12,5) II 0,12 -+ 0,72 0,60 0,11 -~ 0,67 0,56 
5:3 (37.5) III 0,19 ~ 0,75 0,56 0,09 -+ 0,60 0,51 
3:5 (62,5) IV 0,29 ~ 0,85 0,56 0,50 -~ 0,88 0,38 
1 : 7 (87,5) V 0,47 ~ 0,91 0,44 0,69 -~ 0,93 0,24 
0:8 (100) VI 0,91 ~ 1,0 0,09 0,74 ~ 1,0 0,26 
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Fig. 2. Zucker vor der Zwischentrocknung aufgetragen. (A) Ein- 
dimensionale Chromatographie der Zuekergemisehe P und R (s. 1) 
auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Trfigergelnisch III - 5 : 3 ; II = 
7:1; s.Tabelle II) mit FlieBnfittel II naeh vorhergehender Entwick- 
lung der leeren Platten mit FlielSmittel I und Zwisehentrocknung. 
(B) Eindimensionale Chromatographie der Zueker 1-14 (s. 1) auf 
Kieselgel G]Kieselgur G-Platte (Trfigergemiseh II = 7:1) mit FlieB- 
nfittel II naeh unter (A) beschriebener Vorbehandlung der Trfiger- 
schieht. Abweiehungen yon der Lage der Fleeke auf nieht vorbehan- 
delten Platten (sehraffierte Fleeke) bei den Zuekern 1, 3, 5 und 12 
(gestrichelte Fleeke auf Chromatogramnlen A und B : schwaeh sicht- 
bare Artefakte). (C) und (D) Eindimensionale Chromatographie des 
Zuekergemisehes P auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (C) Trfiger- 

gemisch III = 5:3; (D) II = 7:1; s. TabeUe I I m i t  FlieBmitteI II in der zweiten Dimension nach unter (A) beschriebener Vorbehandlung 
der Tr~tgerschicht. Eingezeichnet wurde zusatzlich das zweidimensionale Chromatogramm des Zuckergemisches P {ausgefiillte Flecke). 
(E) Eindimensionale Chromatographie des Zuckergemisches R auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Trttgergemiseh I I = 7:1; s. Tabelle 
II) mit FlieBmittel II in der zweiten Dimension nach unter (A) beschriebener Vorbehandlung der Trttgerschicht. Eingezeichnet wurde 

zus~itzlich das zweidimensionale Chromatogramm des Zuckergemisches R (ausgefiillte Flecke). 
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Fig. 3. (A) Eindimensionale Chromatographie 
der Zuckergemische H, I, K, L und M (s. 1) 
auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platten (Tr~iger- 
gemisch II = 7 : 1 ; s. Tabelle II) mit FlieB- 
mittel I. (B) Eindimensionale Chromatogra- 
phie der Zuekergemisehe H, I 1 (= I auBer 
Rha nnd Raf), K, L und M auf Kieselgel G[ 
Kieselgur G-Platten (Tr~igergemisch II = 
7 : 1 ; s.Tabelle II) mit Fliegmittel II. 

N a c h  de r  E n t w i c k l u n g  de r  C h r o m a t o g r a m m e  in  de r  
e r s t en  D i m e n s i o n  m i t  d e m  F l i eBmi t t e l sy s t em I wurde  die 
folgende Z w i s c h e n t r o c k n u n g  e ingeschoben :  1 h Vor t rock -  
n u n g  bei  55~ i m  U m l u f t t r o c k e n s c h r a n k  (Typ F T V  340 
Heraeus) ,  ansch l ieBend  2 h T r o c k n u n g  bei  55~ fiber Na -  
t r i u m h y d r o x i d  u n d  Ca lc iumchlor id  im V a k u u m t r o c k e n -  
s c h r a n k  (0,15 Torr) .  Die P l a t t e n  k o n n t e n  sofor t  oder  n a c h  
L a g e r u n g  fiber den  e r w ~ h n t e n  T r o c k e n m i t t e l n  m i t  g u t e m  
Er fo lg  m i t  d e m  F l i e B m i t t e l s y s t e m  I I  bzw. I I I  in  der  zwei- 
t e n  D i m e n s i o n  en twicke l t  werden.  

Ergebnisse und Diskussion. D u r c h  die Zwischen t rock-  
h u n g  wird  die TrAgersch ich t  po lyzona l  ak t iv ie r t .  Das  
t r ockene  S o r p t i o n s m i t t e l  k o m m t  w ~ h r e n d  des T r e n n u n g s -  
prozesses  in  der  e r s t en  D i m e n s i o n  m i t  d e m  D r e i k o m p o -  
n e n t e n - F l i e B m i t t e l  I in  Ber f ih rung ;  es b e s t e h t  also an-  
fangs  ke in  Gle ichgewich t  zwischen s t a t i on~ r e r  u n d  mobi -  
ler P h a s e ;  de sha lb  er le iden  diese Sys teme  be im  E i n d r i n -  
gen in  die Sch ich t  eine tei lweise E n t m i s c h u n g .  Diese 
c h r o m a t o g r a p h i s c h e  F l i e B m i t t e l a u f t r e n n u n g  is t  in  de r  
Pap ie r -  u n d  D f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  b e k a n n t  1% u n d  
ein e n t s p r e c h e n d e r  V o r g a n g  wird  bei  de r  F r o n t a n a l y s e  
n a e h  TISELIUS IT a u s g e n u t z t ;  sie bed i ng t  e inersei ts  in  R ich-  
t u n g  der  e r s t en  D i m e n s i o n  eine po lyzona le  D e s a k t i v i e r u n g  
u n d  e rm6g l i ch t  andere r se i t s  wAhrend der  Zwischen t rock-  
h u n g  eine para l le l  l aufende  abges tu f t e  A k t i v i e r u n g  de r  
Sorp t ionssch ich t .  Die F i gu r en  2 A bis  E v e r a n s c h a u l i c h e n  
diese E r s c h e i n u n g  u n d  lassen drei  un te r sch ied l i che  Akt iv i -  
t&tsbereiche de r  Tr / ige rsch ich t  e rkennen .  Da  ein Zusam-  
m e n h a n g  zwischen d e m  E l u t i o n s v e r m 6 g e n  eines L6sungs-  
mi t te ls ,  das  heil3t se iner  Affinit~tt z u m  Sorp t ionsmi t t e l ,  
u n d  s e i n e r  D i e l e k t r i z i t ~ t s k o n s t a n t e n  e b e s t e h t  is-  20,wer_ 
den  bei  de r  E i n s t e l l u n g  des jeweil igen loka len  Gleichge-  
wich t s  zwischen s t a t i on~ r e r  u n d  mobi l e r  P h a s e  die polare-  
r en  K o m p o n e n t e n  b e v o r z u g t  v o m  T r ~ g e r m a t e r i a l  abge-  
fangen.  N a c h  der  S te l lung  de r  K o m p o n e n t e n  des Fliel3- 
m i t t e l s y s t e m s  I in  der  e luo t ropen  Reihe  m u g  W a s s e r  
(DK = 81,1; 18~ 2 > 104 cm) 21 b e v o r z u g t  in  e ine r  a n  
den  E i n t a u c h s p i e g e l  g r e n z e n d e n  Zone a d s o r b i e r t  werden ,  
iso-Butanol  (DK = 28,2; 0~ ~ > 104 cm)21 u n d  Eisessig 
(DK = 6,29; O~ ;t > 10 ~ cm)21 sol l ten  sich dagegen  zwi- 
schen  dieser  Zone u n d  der  F l i e S m i t t e l f r o n t  an re iche rn .  
J e d o c h  werden  die Adsorp t ionsvorgAnge  zusAtzlich d u r c h  
p K - W e r t ,  D i p o l m o m e n t ,  M o l e k u l a r s t r u k t u r  des L6sungs-  
mi t t e l s  u n d  Akt ivi t /~t  des So r p t i ons m i t t e l s  bee inf luSt ,  so 
d a b  ohne  wei tere  U n t e r s u c h u n g e n  eine genaue  Z u o r d n u n g  
n i c h t  get roffen werden  k a n n .  

Die t h e r m i s c h  i n s t a b i l e n  Zueker  b i lden  u n t e r  den  Be-  
d i n g u n g e n  der  Z w i s c h e n t r o c k n u n g  A r t e f a k t e  (Figur  2A, 

B), die a n  de r  S ta r t l in ie  zu r  zwei ten  D imens ion  h a f t e n  
b le iben  u n d  somi t  die Iden t i f i z i e rung  de r  Zucker  n i c h t  
s tSren.  

D u t c h  e ind imens iona le  C h r o m a t o g r a p h i e  im Fl ieBmit -  
t e l s y s t e m  I werden  die Zucker  des Tes tgemisches  I ein-  
deu t ig  g e t r e n n t  (Figur  3A). Dagegen  er fo lg t  u n t e r  den  
gle ichen B e d i n g u n g e n  e i n e  A u f t r e n n u n g  de r  Tes tgemische  
K, L, M u n d  insbesondere  y o n  H n i c h t  m e h r  (Figur  3 A). 
Noch  weniger  e ignet  s ich hierff i r  das  F l i eBmi t t e l sys t em I I  
(Figur  3 B). 

Die besch r i ebene  zweid imens iona le  D i innsch i ch t ch ro -  
m a t o g r a p h i e  e rm6g l i ch t  a u c h  die T r e n n u n g  u n d  Ident i f i -  
z ierung dieser  u n d  noch  kompl i z i e r t e r e r  Zuckergemische ,  
wie z u m  Beispiel  N u n d  O (F iguren  4 A - D  u n d  1 C). Wie  
j edoch  die R f - W e r t e  in  de r  Tabel le  I I I  zeigen, b l e iben  
be im  Tes tgemisch  O (14 Zucker)  F ru  u n d  Rib,  /~-Cel u n d  
Mal sowie M a n  u n d  Glu bzw. Man  und  Ara  kr i t i sche  Zuk-  
k e r p a a r e  (Figur  4D).  Auf  G r u n d  ih re r  un t e r sch i ed l i chen  
R f - W e r t e  in der  zwei ten  D i m e n s i o n  k 6 n n e n  Glu u n d  A r a  
ohne  Schwier igke i ten  b e s t i m m t  werden.  In  G e g e n w a r t  

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

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 

1~ A. NIEDERWIESER und M. BRENNER, Experientia 21, 50, 105 (1965). 
IT A.T[sELIUS, Ark. Kemi Miner. Geol. 14B, 22 (1940). 
is W. TRAPPE, Biochem. Z. 305, 150 (1940). 
19 H.BROCKMANN, Angew. Chem. 59, Teil A, 199 (1947). 
20 E. HULTIN, Acta chem. scand. 19, 584 (1955). 
~1 J.D'ANS und E.LAx, Taschenbuch ]#r Chemiker und Physiker 

(1943). 
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Fig.4. (A) Zweidimensionale Chromatographie des Zuckergenfisches 
S auf Kieselgel G/Kieselgur G-Platte (Tr/igergemiseh II = 7:1). 
(B) Ebenso Zuckergemiseh T. (C) Ebenso Zuekergemisch N. (D) 

Ebenso Zuckergenfiseh O. 

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

Sprfihreagens Zucker Farbe bei Literatur 
Tageslicht 

Phenol-H3SOa~ Fructose blauviolett 
Ribose orange 

Orcin-Fe-10%ige Fructose rotbraun 
H3SO 4 b Ribose blau 

Anilin-Diphenylamin- Fructose rotbraun 
HaPO4 o Ribose olivgriin 

Anisidin-Phthalat- Arabinose rot 
Reagens a Mannose brauil 

Glucose braun 

33,33 

a Phenol_H3SO4.Reagens3:3,0 g Phenol und 5,0 ml konzentrierter 
H=SO 4 in 95,0 ml ~thanol 15sen. Platten bei 60~ 15 min im Um- 
lufttrockenschrank trocknen, dann besprfihen und 10-15 min auf 
110~ erhitzen, b Orcin-Fe-10%ige H3SO4-Reagens33: Kurz vor der 
Benutzung zu 10 ml 10%iger H3S04, die 1% FeC13 enthfilt, 1 ml 
6%ige fithanolisehe OrcinlSsung zusetzen. (Behandlung der Chro- 
matogramme wie oben; 100~ c Anilin-Diphenylamin-H3PO 4- 
Reagens33,33:1,0 g Diphenylamin und 1,0 ml Anilin in 50 ml Aceton 
15sen, mit 5,0 ml konzentrierter H3PO ~ versetzen. (Behandlung der 
Chromatogramme wie oben; 80-100~ a Anisidin-Phthalat-Rea- 
gens34:1,23 g p-Anisidin und 1,66 g Phthals/iure in 100 ml 95% igem 
Athano116sen (Behandlung der Chromatogramme wie oben, 100 ~ 

von  Mannose,  deren R f - W e r t  dazwischen liegt, e rscheint  
ein einziger langgezogener  Fleck. In  diesem Fall  wird das 
Zuckergemisch isoliert  und  e rneu t  mi t  dem FlieBmit tel-  
sys t em Pheno l  aq. ( N 9 0 % ) : W a s s e r  = 10:1,25 ( V / V ) +  
0,02% 8-Hydroxych ino l in  e indimensional  auf  Cellulose- 
P l a t t e n  (300 MN; Machery,  Nagel  & Company)  aufge- 
t r e n n t  (Rf-Wer te :  Glucose = 0,35; Mannose  = 0,40 und  
Arabinose  = 0,50) 2. Auf dem ursprf ingl ichen Chromato-  
g r a m m  kann  Arabinose  durch  seine Rotf~trbung mi t  Anisi- 
d in -Ph tha l a t -Sp r t i h r eagenz  neben  Mannose  und  Glucose 
(BraunfArbung) nachgewiesen  werden  (Tabelle IV). Da-  
gegen ist  eine nochmal ige  Chromatograph ie  des kr i t i schen 
Paares  F ruc tose -Ribose  n ich t  n6tig. Bed ing t  durch  die 
Abweichung  der  R f -W er t e  besonders  in der  e rs ten  Dimen-  
sion sind die Flecke in ihrer  End lage  so welt  ge t rennt ,  dab  
durch  unterschiedl iche  Fa rb r eak t i o n en  mi t  Spr t ihreagen-  
t ien  (Tabelle IV) beide Zucker  nebene inander  nachgewie-  
sen werden k6nnen.  

Die ch romatograph i sche  Trennung  yon  fl-Cel und  Mal 
oder  ihre differenzier te  AnfXrbung durch  Spr t ihreagent ien  
war  n ich t  mgglich.  Die angegebenen  Rf -Wer t e  waren  gut  
reproduzierbar .  J edoch  e rschwer t  das  Ver fahren  zweidi- 
mensionaler  D i innsch ich tch romatograph ie  die E i n h a l t u n g  
kons t an t e r  13edingungen; besonders  die Zwischent rock-  
nung  muB sorgsam g e h a n d h a b t  werden.  

E r s t  durch  eine s t andard i s i e r t e  Methodik,  das  heiBt 
gleiche Z u s ammen s e t zu n g  und  Vorbehand lung  (Aktivie- 
rung) der  Tr/Cgerschicht, kons t an t e  relat ive Luf t feucht ig -  
keit ,  Kammers/~t t igung,  k o n s t a n t e  T e m p e r a t u r  usw., 
k6nnen  genau reproduz ie rbare  Rf -Wer t e  (4-0,01 Einhei -  
ten) e rwar te t  werden  25, die dann  als Mal3zahlen fiir die 
einzelnen Saccharide beze ichne t  werden  k6nnten .  

Summary. Complex sugar  mix tures  can be sepa ra ted  
and ident i f ied by  t w o d i m e n s i o n a l  th in- layer  ch roma to -  
g raphy  using b o ra t e - i mp reg n a t ed  silica gel G/kieselguhr G 
as carrier material .  The separa t ion  of the  so lvent  mix tu re  
iso-butanol/glacial acetic ac id /wate r  (5:4: 1) dur ing  chro-  
m a t o g r a p h y  in the  f i rs t  d imens ion  and the  subsequen t  
in te rmedia te  d ry ing  cause a polyzonal  (graduated  in 
zones) ac t iva t ion  of the  sorp t ion  layer. In  this  way, the  
crit ical sugar  mix tu res  in one-dimensional  th in - l aye r  
c h r o m a t o g r a p h y  can be sepa ra ted  in the  second d imens ion  
using the  so lvent  s y s t em p ropano l /wa te r  (8.5: 1.5) or n- 
p ro p an o l / d i me t h y l  su lphox ide /wa te r  (8.6 : 0.5 : 0.9). 
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