374 SHORT COMMUNICATIONS

Trennung einfacher Zucker auf Cellulose-Schichten

Auf verschiedenen Gebieten der Naturstoffchemie wurde die Diinnschicht-Chromato-
graphie bereits mit Erfolg angewandt!. Eine Spurenanalyse von Zuckern an -Schichten
von Kieselgel ist kiirzlich publiziert worden2. Die vorliegende kurze Mitteilung bringt
einen Beitrag zur chromatographischen Trennung von Zuckern an der Diinnschicht
von Cellulose-Pulver. Das Verfahren wurde ausgearbeitet zur Identifizierung der
Hydrolyse-Produkte pflanzlicher Polysaccharide. Uber Zielsetzung und Ergebnisse
dieser Versuche wird an anderer Stelle berichtet3.

Beschreibung des Verfahrens
Es wurde im allgemeinen nach den Angaben eines Prospektes der Firma Macherey,
Nagel u. Co., Diiren gearbeitet. Von dieser Firma stammte auch das verwendete
Cellulose-Pulver (Cellulose-Pulver MN 300). 15 g Pulver werden mit go ml aqua dest.
ca. 30 sec im Starmix homogenisiert. Ein Zusatz von Gips oder anderen Bindemitteln
erwies sich nicht als notwendig. Der Cellulose-Brei wird in einer Schichtdicke von
0.25 mm aufgetragen. Wir beniitzten hierbei Platten und Streichgerit der Standard-
ausriistung fiir Diinnschicht-Chromatographie der Firma Desaga, Heidelberg. Die
feuchte Schicht wird 1o min bei ca. 100° im Trockenschrank getrocknet. .

Die Substanzen werden zur Chromatographie in Abstédnden von 2z cm auf einer
Startlinie 3 cm vom unteren Rand der Platten aufgetragen.
Als Laufmittelgemische wurden verwendet:

I. Essigsidureiithylester—Pyridin—-Wasser (2:1:2), beide Phasen®.
I1. Phenol gesittigt mit Wasser—1 % Ammoniak?®.

III. Isopropanol-Pyridin—Eisessig—Wasser (80:80:10:40)%.
Man chromatographiert in Glastrégen der Firma Desaga bei ‘“Kammeriibersidtti-
gung’’?. Die Platte wird aus dem Trog genommen, wenn die Laufmittelfront den obe-
ren Rand erreicht hat und getrocknet. Bei Verwendung von Gemisch I wurde die
Platte meist zu einem zweiten Lauf in gleicher Richtung und mit dem gleichen Lauf-
mittel nochmals in den Trog gestellt. Das Verfahren benétigt bei zweimaliger Chroma-
tographie etwa 4 Stunden. ‘

Die Zucker lassen -sich mit Anisidinphthalat (o.1 M Lésung p-Anisidin und
Phthalsdure in 6% Athanol) anfirben8. Dabei firben sich Hexosen griin, Pentosen

rotviolett, Methylpentosen gelbgriin, Uronsduren braun.

Ergebnisse s

In den untersuchten Polysaccharid-Hydrolysaten kamen hauptsichlich die in der
Tabelle I aufgefithrten Zucker und Uronsduren vor.

Wie die Laufwerte, bezogen auf die von der Glucose zuriickgelegte Strecke (R¢g-
Werte) zeigen, lassen sich die Monosaccharide Galactose, Glucose, Mannose, Xylose,
Ribose, Rhamnose bei Verwendung von Laufmittel I gut trennen (vergl. Fig. I).
Lediglich die Flecken von Mannose und Arabinose liegen sehr dicht beisammen. Diese
Zucker konnen jedoch durch Rechromatographie mit Laulmittel IT vollig getrennt
werden. ‘ ‘ . ,

Fir die Papierchromatographie der Uronsduren schlug SuLsgr das Laufmittel-
gemisch III vor®. Wir iibertrugen es auf die Diinnschicht und erreichten eine befriedi-
gende Trennung von Glucuronsiure, Mannuronsiure und Galacturonsdure. Das
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TABELLE I

’g-WERTE DER ZUCKER NACH ZWEIMALIGER CHROMATOGRAPHIE AUF
EINER SCHICHT VON CELLULOSE-PULVER (SYSTEM I)

D(-})-Glucose . 1.00
D(+)-Galactose 0.90
D(-+)-Mannose I.09
L(+)-Arabinose I 1I
D(-+)-Xylose 1.2

p(—)-Ribose 1.42
L(-+)-Rhamnose 1.52

D(+)-Glucuronsiurc —_
D(+)-Galacturonsiure —_
D(+)-Mannuronséiure —_

Fig. 1. Diinnschicht-Chromatographie von Zuckern auf einer Schicht von Cellulose-Pulver (2malige

Chromatographie im System I). (1) Mannose; (2) Arabinose; (3) Galactose, Glucose, Mannosec;

(4) Arabinose, Xylose, Ribose; (5) Gemisch.von 3,4 und 6; (6) Rhamnose; (7) Glucuronsiurc;

(8) Galacturonsédure. Von den Pentosen wurden je 1.25 4 aufgetragen, von den iibrigen Luckern
je 2.5 ug. Die Anfirbung erfolgte mit Anisidinphthalat.
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Cellulose-Pulver kann hierbei mit einer 0.5%igen Lésung von Versen (Athylendia-
mintetraessigsidure) vorbehandelt werden (Entfernung von.-Kationen).

Mit Hilfe des Verfahrens kénnen sehr kleine Substanzmengen identifiziert werden.
Die Nachweisgrenze bei Anfirbung mit Anisidinphthalat lag fiir Hexosen und Methyl-
pentosen bei 0.5 wg, fiir Pentosen und Uronsduren bei 0.1-0.2 ug. Optimal sind
Konzentrationen von ca. 2 ug fiir Hexosen und ca. 1 ug fiir Pentosen.
Versuche zu einer quantitativen Auswertung der Chromatogramme sind im

Gange.
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Notes

Diinnschicht-Chromatographie von
14C-Dinitrophenyl-aminosiduren

Zur Abtrennung von 14C-Aminosduren wurden Substanzgemische mit 1-Fluor-z,4-
dinitrobenzol (DNFB) umgesetzt. Nach allgemein bekannten, bewihrten Verfahren
sind die entsprechenden Dinitrophenyl-aminosduren (DNP-Aminosduren) in prak-
tisch quantitativen Ausbeuten zu erhalten. Zur Auftrennung der C-DNP-Amino-
siuren wurde die Diinnschicht-Chromatographie angewandt.

Dieses Vorgehen bringt folgende wesentliche Vorteile fiir 14C-Aminosiuren :

Zeitsparende, methodisch einfache Abtrennung der DNP-Aminosiuren von
anderen Stoffgruppen und damit relativ geringer Verlust an Aktivitit;

Erhaltung der C-Zahl der Aminosiuren;
Eigenindikation der farbigen DNP-Aminosiuren auf dem Chromatogramm.

M ethoden .
Aus Giransidtzen von Traubenmost mit Weinhefe unter Zusatz von L-14C-Glutamin-
sdure” isolierten wir neben 14C-Alkoholen unter anderen auch #C-Aminosiuren. Die

* CFB 10 uniformly labelled, Radiochemical Centre, Amersham.
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