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(Eingegangen den 22. August i96o)

Bisher wurde iiber die adsorptionschromatographische Trennung lipophiler Gemische
auf Kieselgel G-Schichten berichtet und eine Reihe von Arbeitstechniken beschrieben
(StamL, 1.-V. Mitteilung)!-5. Es schien nun von Interesse, den Anwendungsberelch
iiber die Aminosiuren®? hinausgehend in das Gebiet der hydrophilen Zucker auszu-
dehnen, chne allerdings die rein anorganischen Trennschmhten zu verlassen.

SORPTIONSMITTEL UND ELUTIONSMITTEi.

Auf den bisher von uns bevorzugten Kieselgel G- und Aluminiumoxyd G-Schichten
lassen sich auch bei Verwendung entsprechend stark polarer Elutionsmittel keine
brauchbaren Zuckertrennungen durchfuhren Erst der Einsatz von Kieselgur G
brachte Erfolge, die sich durch eine echwa.che Pufferung mit’ Natnurna.zeta.t ver-
bessern liessen. Von den zahlreichen, bisher beschnebenen Losungsrmttelsystemen
konnten wir keines direkt itbernehmen. Durch stufenweise Variation eines Gemisches
von Athylazetat—Isopropanol-Wasser gelangten wir zu den optimalen Trenn-
bedingungen.

" Bei diesen Versuchen beobachteten wir eine u.U. mteressa.nte Erschemung, die

Fig. 1. Ausschnitt aus einem Dnnnschxcht—Chroma.fogré.ﬁim auf .ungepuffertem Kxeselgui: G. Be
der Glucose (links), 0.5 und © yg. und der Galaktose (rechts), 0.5 und 1z [z treten 2 Zonen deuthch
hervor, °
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auf wungepufierten Kiesdgmr G-Scibidhttem bei Verwendung eimes: Gemisches: Methyl-
azetat (T8 Volumenteiles)-Tsopropand] (r Volmmenteil)-Wasser (r WVolumenteil) be-
sonders dentlich hervortrat : Die im Pyridim geldstem Momnosaccharide,, am deutlichsten:
Glucoese und Galaktose, trenmten sidh im 2 Zomem (Fig. 1). Ob es sich hier um eine
Trennung in die c- wnd B-Form oder Aldelhyd- (Ketor) umd Lactol-Form handelt,.
bleibt offen. Fig. x Lisst erdkenmen,, dass dieser Effelkt micht durch eimen Entmischungs-
wongang des Elutionsmittels zmstamde kkompmt.. Dieses Phimomen tritt nicht anf, wenn
Wit €in Gemisdh von 635 Volmment eilen Atfhylazetat wund 35 Veolmmenteilem Isopropanol!
635 % werwendeten. Hiermit lassem sich amf eimer Strecke vom 100 cm & Zucker in
25—30 NMimuten tremmen (Fig. z). Dundh Vamriatiom des Isopropanol-Wasser-Anteils:
im Gremisch lassem sich diie Rp-Werte erdhiiven bezichmmgsweise: senken.. Interessieren:
zum Beispicl mehr die Disacdharide, so wird mam diesem Amtieill auf 3540 %, erhéhen,.
und ihn bei Pentosen w.lU. auf 25-30 %, wennmgenm..

Fig. 2. Dimnsdhidht-Chromatiogrammm wan Zockem  (je @5 ga) anf eiver ggpuﬁentem Kieselgur

(Gw‘Sthdhrt Die Sidhfhammadbnmg eofiolgte mit dem beschrbebemem AmisaldeByd-Schinvefelsiure~

Reagenz. G 1 = Gemisch won No. 1—8; G 2 = Gemiisudh wom Nov. @-12;; G 3 = Gemisch won: No..
3$-9. Im der Tabdlle I simd omter dem Nommmerm r—13 dile verschiedenem Zucker anfgefidhrt..

Von den zahlneichen im letzten Jahrzemt besdricbemem Reagenziem zur Sichtbar-
machung der getremmiten Zmndker (5. z1B. beli Merce® undl Haus uxp Macex?) ergab
das Amilinphtalatreagenz die hrandhibarsten ]Ezrgﬂhmm Alh, eim wesentlich empfind-~
ﬂichenesSprﬂ:&Hnmeagg@mzm\wnessidhdieﬁﬂnr ' :

gramme treten dentlidhe Iz \
zur Tdentifiziernmg heranzidhen lassemn ((]I"mllndllkr: I).

~+ Das Reagenz ist allerdimgs midht spezifisdh, wie sdhom ans seimer bisherigen Ver—
wendmg zum Steroidnadhweis hervongehit. Nadh mmserem Erfalmmgem méchten wir
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es in die Reihe der Universalreagenzien fiir Naturstoffe einreihen. Es hat uns zum
Beispiel auch bei der Charakterisierung der einzelnen Komponenten itherischer Ole
gute Dienste erwiesen.
TABELLE I
Rp-WERTE UND FARBREAKTIONEN DER ZUCKER

. S s
(Fig.2) Zucker Rp-Wertc* Mya-smx‘}mc
z00°
I Lactose ©0.04 - griinlich
2 Saccharose o0.08 violett
3 Glucose 0.17 hellblau
4 Fructose 0.25 violett
5 D(+)-Xylose 0.39 grau
6 D(—)-Ribose 0.49 blan
7 L(4)-Rhamnose 0.62 griin
8 p(+)-Digitoxose 0.94 blan
9 L(+)-Arabinose 0.28 gelbgriin
10 ‘D(+)-Mannose 0.23 grin
11 D(-})-Galaktose 0.18 griingrau
12 Maltose - co ©0.06 - wviolett
13 L(—)-Sorbose . 0,26 violett

* Die Rp-Werte gelten fiir das System 65 Teile Athylazetat — 35 Teile Isopropanol (65 %ig)
fiir 20 X 20 cm Kieselgur G-Schichten und ‘“Kammeriibersittigung’’. Sie liegen auf 5 X 20 cm
Schichten in runden Trennkammern héher.

DISKUSSION

Uber papierchromatographische Zuckertrennungen liegen zahlreiche Arbeiten vor.
Als optimale Auftragmenge wird der Bereich zwischen 100 und 500 ug empfohlen
und die untere Nachwéisgrenze pro Zucker um 5 ug angegeben. Auf Kieselgur G-
Schichten liegt bei Verwendung des Anisaldehyd-Schwefelsiure-Reagenzes die untere
Erfassungsgrenze bei 0.05 ug, der optimale Bereich um 0.5 ug und die maximale
Auftragemenge bei 5 ug pro Zucker (Fig. 3). Die beschriebene Methode ist gegeniiber
den bisherigen Verfahren um 2z Zehnerpotenzen empfindlicher, ein Vorteil, der bei
der Untersuchung von Stoffwechselvorgidngen kleiner Zellkomplexe (z.B. von pflanz-
lichen Driisen, Siebréhren, Nektarien) von Wert ist. |

Die Kieselgur G-Schichten sind den gepufferten Glasfaserpapieren iberlegen®,
bei denen JaymME uUND KNOLLE!® als besonderen Vorteil die kurze Laufzeit von 2 Stun-
den (Papier ca. 8 Stunden) hervorheben. Wenn GRUNE!M zu den Zuckertrennungen
auf Glasfaserpapieren schreibt ‘““Hier und da versagt die Methode noch aus bislang
nicht erklirbaren Ursachen”’, so wollen wir annehmen, dass das Kieselgur G “MERCK’’12
in gleichbleibender Giite herstellbar ist. Da es sich im Gegensatz zu den von uns bisher
beschriebenen adsorptionschromatographischen Trennungen lipophiler Substanzen!—S
hier um einen Verteilungsvorgang handelt, machen sich Stérungen durch grossere
Mengen von Fremdionen deutlich bemerkbar. Dieser Effekt lisst sich jedoch herab-

* Dies gilt wohl auch fiir die von DIECKERT UND MORR1s1? zum gleichen Zweck vorgeschlagenen
mit Kieselsiure impriagnierten Glasfaserpapiere. ’
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Fig. 3. Dﬁnnschxcht-Chromatogramm des Zuckergemisches G 1 (siehe Text Fig. 2). Die aufgetragene
Menge pro Zucker steigt von links (0.03 ug) nach rechts (10 ug) an.

driicken, wenn etwa wie bei den zuckerhaltigen Fruchtsiften die Mdoglichkeit einer
starken Verdiinnung (z.B. I:100) mit Pyridin besteht. '

Der Anwendungsbereich der Diinnschicht-Chromatographie erstreckt sich nun
von den lipophilen bis zu den hydrophilen Gemischen, und es ist nur noch eine Frage
der Zeit, die verbliebenen Liicken zu fiillen, und die Vor- und Nachteile der Verfahren
gegeneinander abzuwigen.

. . EXPERIMENTELLER TEIL
Kieselgur G-Schichien

Die Herstellung der Trennschichten 200 X 200 mm erfolgte in bekannter Weise mit
der DEsaGca-Grundausriistung Noc. 600*. Als Sorptionsmittel wurden fiir je 5 Platten
30.0 g Kieselgur G fiir Diinnschicht-Chromatographie nach STAHL (Hersteller E.
MEeRCE, Darmstadt) mit 60 ml einer 0.02 M wissrigen Natriumazetatlosung gleich-
massig gemischt. Nach dem Aufstreichen der Schicht wurden die Platten 30 Minuten
bei 100° getrocknet und danach die Startpunkte 15 mm vom unteren Rand entfernt
durch Einstiche markiert. Die Trennstrecke betrug in allen Fillen 100 mm.

Elutionsmiittel
65 ml Essigsiureithylester “zur Chromatographie” + 35 ml einer Mischung aus
2 Volumenteilen Isopropanol p.a. und 1 Volumenteil dest. Wasser. Das Gemisch

wurde taglich frisch bereitet.
Es wurde nur mit ‘“Kammeriibersittigung’ (s. STtaHL%) gearbeitet. Die Raum-

temperatur lag um 20°.

Zucker

Neben der Zuckerkollektion ““Merck” (Tabelle I, No. 1, 2, 3, 4, 5, 9, i:I, 13) Wurd_en
die uns freundlicherweise von Fa. HorFrFaaxN LA RocHE, Basel, iiberlassenen Zucker

(Tabelle I, No. 6, 7, S, 10, 12) verwendet.
* Hersteller: DEsaGca, Heidelberg, Hauptstr. 60.
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Die Zucker wurden 0.1 %ig in Pyridin p.a. geldst und hieraus die entsprechenden
0.01 und 0.005 %igen Verdiinnungen hergestellt. Zuckergemische wie Honig, Malz-
extrakt wurden 0.5 %ig in Pyridin gel6st, Fruchtsidfte wurden 1:100 mit Pyridin
verdiinnt.

Stchtbarmachung

Besprithen der Schicht nach dem Chromatographieren mit ro ml eines jeweils frisch
bereiteten Gemisches bestehend aus: g ml Athanol 95 % -+ 0.5 ml konz. Schwefel-
sdure p.a. + 0.5 ml Anisaldehyd “MERCK’. Danach 5-10 Minuten auf go-100°
erhitzen: Farben siehe Tabelle I.

Bei nicht mit Azetat gepufferten Schlchten wurde dem vorstehenden Reagenz

einige Tropfen Eisessig zugefiigt.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Diinnschicht-Chromatographie erméglicht bei Verwendung von Kieselgur G-
Schichten mit einem Gemisch von 65 Volumenteilen Essigsdureithylester -+ 35 Volu-
menteilen Isopropanol (65 %ig) die Trennung einer Reihe von Zuckern in 25-30
Minuten. Die untere Erfassungsgrenze der Zucker liegt bei zusatzhcher Verwendung
eines Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenzes um 2 Zehnerp_otenzen unter der Papier-

chromatographie. »
SUMMARY

By means of thin-layer chromatography on Kieselguhr G layers it is possible to
separate a number of sugars in 25—-30 minutes with a mixture (65:35 v/v) of ethyl
acetate -+ isopropanol (65 %). Using an anisaldehyde-sulphuric acid reagent the
minimum amount of sugar that can be detected is 2 orders of magnitude lower than in

paper chromatography. _
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