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Es wurde das chromatographisch getrennte Gemisch von n-Glucose, n-Fructose und Saccharose 
nach enzymatischer Inversion auf Papier mit Ditetrazoliumsalzen in methanolischer Natrium
hydroxidlasung detegiert. Nach Entstehung der Diformazane durch Reduktion wurden das iiber
schiissige Detektionsreagens und einige bei der Reaktion anfallende Farbnebenprodukte mit Me
thanol ausgewaschen. Die Diformazanflecke wurden mit einem Gemisch von N,N-Dimethyl
formamid und Essigsaure fiir die spektrophotometrische Auswertung eluiert. Fiir jeden Zucker 
wurde ein lineares Eichdiagramm gewonnen, das fiir kochromatographierte Analysenproben 
individuelle Gi.iltigkeit aufweist. 

Fiir die Bestimmung reduzierender1 und nichtreduzierender Zucker2
- 4 bewahrte sich i,3,5-Tri

phenyltetrazoliumchlorid (TTC). 1m Vergleich mit einigen anderen Tetrazoliumsalzen is.t es 
als Detektionsreagens weniger empfindlich5 •6 . Die Ditetrazoliumsalze, deren Molekiil aus zwei 
substituierten Monotetrazoliumsalzen gebildet wird, die in der 3,3'-Stellung mit dem Radikal 
4,4'-Diphenylen, fallweise mit einem weiter sUbstituierten Radikal verbunden sind, zeigen fiir 
die Detektion eine ungefiihr zehnfache Empfindlichkeit. 

Wir befaBten uns daher mit der quantitativen chromatographischen Analyse 
einiger Zucker unter Verwendung von Detektionsreagentien,. die auf der Basis von 
2,2' ,5,5' -Tetraphenyl-3,3' -(3,3' -dimethoxy-4,4' -diphenylen )-ditetrazoliumchlorid (Te
trazoliumblau) und 2,2',5,5'-Tetraphenyl-3,3' -(4,4' -diphenylen )-ditetrazoliumchlorid 
(Neotetrazoliumblau) beruhen. ' 

EXPER~MENTELLER TElL 

Chromatographie. Die Lasung des Zuckermodellgemisches (5,8.10-::1- mol n-Glucose, 1,7 . 
. 10-4 mol n-Fructose und 7'3.10- 5 mol Saccharose in 100 m!. 2-Prqpanol) wurde punkt
fiirmig auf die Startlinie von Whatman 4-Papier ,in Volumina von 5, io, ;W und 30 /.II aufge~ra
gen. Die Chromatographie wurde mittels absteigender Methode im System I-Butanol-Essigsau
re-Wasser · (4: 1 : 5) durchgefiihrt. Die Hydrolyse derabgetrennten' Saccharose wurde nach 

· 11. Mitteilung: diese Zeitschrift34, 2469 (1969). 
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Bespriihen mit 0,4%iger Invertaselosung bei 45°C wahrend einer Stun de enzymatisch durch
gefiihrt4 . 

Detektion. Das Reagens wurde durch Mischen einer 1 %igen Losung von Tetrazoliumblau 
oder Neotetrazoliumblau (beide Lachema, Brno) im Methanol mit dem gleichen Volumen einer 
methanolischen 1M-NaOH p.a. unmittelbar vor Gebrauch hergestellt. Die Chromatogramme 
wurden nach Durchziehen durch das Reagens im kalten Luftstrom getrocknet und im 
Thermostaten stets eine Stunde in Wasscrdampfatmosphare erhitzt, und zwar bei der Detektion 
mit Tetrazoliumblau bei 64°C, bei der Detektion mit Neotetrazoliumblau bei 62°C. 

Spektrophotometrische Auswertungen der Chromatogramme. Die ausgeschnittenen Chromato
grammroUen mit dem gleichen Durchmesser (3 em) mit den Flecken der durch Reduktion ent
standenen Diformazane, wie auch die in deren unmittelbarer Nahe zur Bestimmung des FIlm
wertes gleich groBen Chromatogrammrolle, wurden in Reagenzglasern unter fiinfminutigem 
Schiitteln in ca 6 ml Methanol aufgenommen. Der violette Extrakt wurde weggeschiittet und die 
Chromatogrammrolle analog ungefahr 1 Minute mit einer neuen Methanolzugabe gewaschen. 
Fiir die eigentlich Diformazanelution wurden in das Reagenzglas je 5 ml des nachgereinigten 
Gemisches von N,N-Dimethylformamid (Lachema, Brno) und Essigsaure (5 ~ 1) abpipettiert, 
im kochenden Wasserbad 2 Minuten erhitzt und nach dem Durchschiitteln sofort auf 20°C abge
kiihIt. Die Arbeiten mit den Detektionsreagentien, detegierten Chromatogrammen und Diforma
zaneluaten wurden bei indirekter Beleuchtung durchgefiihrt. Die Extinktionen von Eluaten der 
aus Tetrazoliumblau durch Reduktion enstandenen Diformazane wurden mit Hilfe des Zeiss
Spektrophotometers "Spekol" in 5 cm-Kiivetten unter Vcrwendung des Aufsatzes EK5 und 
ZV-Verstarkers bei 602 nm, die Extinktionen von Eluaten der aus Neotetrazoliumblau durch 
Reduktion entstandenen Diformazane bei 552 nm ermittelt. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Reduktion der Ditetrazoliumsalze verIauft unter energischeren und ma13igeren 
Reduktionsbedingungen unterschiedlich 7 . 1m ersteren Fall bilden sich als Reduktions
endprodukte Diformazane, im zweiten Fall entstehen reversible Reduktionszwischen
produkte, die offensichtlich den Charakter freier Radikale aufweisen 7 • 

Diformazane entstehen auf den Chromatogrammen aus Tetrazoliumblau oder Neo
tetrazoliumblau nicht nur durch die Reduktionseinwirkung der getrennten Zucker 
sondern auch durch Reduktionseinfiu13 von bei tieferer alkalischer Hydrolyse des 
chromatographischen Papiers anfallenden Produkten. Dies erfolgt unter dem Alkali
tatseinflu13 des Detektionsreagens, namentlich bei iiber 65°C liegenden Temperatu
reno Dadurch entsteht eine Verfiirbung im Hintergrund des gesamten Chromato
gramms, die auch nach Auswaschen der iibrigen Reduktionsfarbstoffe mit Methanol 
bestehen bleibt und so die Filmwerte zum Nachteil der Empfindlichkeit der photo
metrischen Bestimmung erhoht. 

Bei unter 65°C liegenden Temperaturen wird die Papierzellulose durch das alkali
sche Medium nur insofern verletzt, da13 das Tetrazoliumsalz auf die vorausgesetzten 
Produkte der Partialreduktion reduziert wird, die von uns gemeinsam mit den 
aus den urspriinglichen Verunreinigungen des verwendeten handelsiiblichen Ditetra
zoliumsalzpraparats8

,9 durch Reduktion . entstandener Monofarmazane mittels 
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Methanols leicht extrahiert wurden. Diformazane sind in Methanol unloslich, bei 
liingerem Stehenlassen oder schneHer in der Siedehitze entfiirben sie sich in ihm sukzes
sive unter Zersetzung. 

Die Temperatur, bei der das Detektionsreagens am Chromatogramm durch die 
getrennten Zucker intensiv reduziert wird und nach Auswaschen der ubrigen Reduk
tionsfarbprodukte ein fast farbloser Chromatogrammhintergrund gewonnen wurde, 
betriigt fur die Detektion mit Tetrazoliumblau 64°C/1 Std., fiir die Detektion mit 
Neotetrazoliumblau 62°C/1 Std. 

Fur die Diformazanelution aus dem Chromatogramm hatte sich N,N-Dimethyl
formamid als solches nicht bewiihrt, da es aus dem Chromatogramm die Reste des 
nicht ausgewaschenen Detektionsreagens eluiert, in dessen basischem Medium es sich 
hydrolysiert und mit den Produkten seiner Hydrolyse oder Photolyse das Detek
tionsreagens reduziert; dies ist schon aus der intensiven Diformazanbildung ersicht
lich, die beim blof3en Mischen des Detektionsreagens mit N ,N-Dimethylformamid 
erfolgt. 1m sauren Medium treten diese Reaktionen nicht in· Erscheinung, weshalb 
von uns das Gemisch von N,N-Dimethylformamid und Essigsiiure (5 : 1) verwendet 
wurde, mit dem die Diformazane nach zweiminutigem Erhitzen (ggf. in der KiiIte) 
ohne Gefahr einer Zersetzung leichter quantitativ extrahiert wurden als durch Ge
mische von Pyridin-Chlorwasserstoffsiiure (9 : 1) oder Tetrahydrofuran10

, die bisher 
als Losungsmittel verschiedener Formazane herangezogen wurden . Die Fiirbung 
dieser Losungen war im diffusen Licht mindestens 3 Stunden stabil. Nach liingerer 
Zeit, namentIich jedoch durch Einwirkung direkten Lichtes erfolgt offensichtlich 
aus gleichen Grunden wie beim 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloridll sukzessive Ab
schwiichung der Farbintensitiit dieser Losungen. Bei den aus Tetrazolimblau redu
zierten DiformazanlOsungen sanken bis zum niichsten Tag die ursprunglichen Ex
tinktionswerte urn ungefiihr 3%, bei den dem Tageslicht ausgesetzen Losungen sogar 
urn 15%. Da die Stabilitiit der DiformazanlOsungen nicht nur vom Tageslicht sondern 
offensichtIich auch von den Produkten der N,N-Dimethylformamidphotolyse be
einfluf3t wird, wurde von uns fUr die Herstellung des Elutionsgemisches stets nach
gereinigtes N,N-Dimethylformamid herangezogen. 

Wie von uns nach der unter den beschrieben Bedingungen durchgefuhrten Detek
tion festgestellt wurde, ist Neotetrazoliumblau fUr die D-Glucosebestimmung unge
fiihr 1,8mal und fUr die- D-Fructosebestimmung anniihernd 2,5mal empfindlicher als 
Tetrazoliumblau und D-Fructose zeigt bei Verwendung von Tetrazoliumblau eine 
ungefiihr 2,2mal und bei Verwendung von Neotetrazoliumblau eine bis 3,5mal grof3ere 
Reduktionsfiihigkeit als die gIeiche Menge D-Glucose. Diese Werte konnen aber, 
namentlich durch Temperatur und Erwiirmungsdauer, markant beeinfluRt werden. 
Auf beschriebene Weise wurden von uns bei Verwendung von Tetrazoliumblau und 
Neotetrazoliumblau 1,4 ~g D-Glucose/5 ml und 0,7 ~g-Fructose/5 ml oder die gleiche 
Invertermenge bei der Messung in Kuvetten mit einer 5 cm-Schichtstiirke bestimmt. 
Mit Hilfe eines 0,5% Ditetrazoliumsalz enthaltenden Reagens konnten wir auf einer 
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FHiche von 4 cm2 noch 421lg D-Glucose!10 mlund 21 Jlg D-Fructose!10 mI, gemessen 
in 1 cm-Kiivetten, detegieren. 
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