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Zur quantitativen Bestimmung des Glykogens wurde bisher im allgemeinen die auf 
PFL~~GER~ zurtickgehende .Methode, .die vielfach modifiziert ‘wurde2, angewandt. 
Hierbei wird das Gewebe zunachst mit 20 %iger Natronlauge mazeriert und dann 
das Glykogen aus heisser. L&sung mit Allcohol gef5illt.’ ,Nach melu-m.aligem Aus- 
waschen lasst sich dann entweder :die colorimetrisch ,arbeitende Anthron-Methode3 
anwenden, oder das Glykogen wird einer saueren Hydrolyse unterworfen und danach 
die entstandene Glukose nach’ NAGED~RN- JENSEN titrimetrisch ermittelt. 

.‘I -Bei unseren Untersuchungen fiber die Glykogen- und Polysaccharidver~nde-. 
rungen wahrend ‘der’ Postembryonalentwicklung von Insekten ‘(z.B. Ameisen) zeigte 
sich;:dass die iiblichen Fallungsmethoden vie1 zu niedrige und keine konstanten Werte 
ergaben. JOHNS wies bereits bei ihren Untersuchungen i_iber den Glykogengehalt 
der Biene darauf bin, class ein Auswaschen des Niederschlages mit destilliertem 
Wasser erhebliche Glykogenverluste zeitigte. Das Glykogen sol1 in den Zellen 
hiiufig als lockere’ Eiweiss7Glykogen-Verbindung in zwei Formen vorliegen,’ dem 
lijslichen Lyo- und dem unlijslichen Desmo-Glylcogen”. Die beiden Glykogene sind 
mehr oder minder einheitlich in d&r Zusammensetzuiig und haben’ verschiedene 
Molekulargewichte. Da. sich unsere’ bisherigen’ Kenntnisse hauptsachlich auf Er- 
fahrungen mit Saugetier-Glykogen sttitzen,, besteht’ die Moglichkeit; dass bei der 
Vielzahl der Insekten weitere bisher noch unbekanrite Falctoren hinzukommen, 
die eine,.Glykogenbestimmung in’ iiblicher Form erschweren. 

Nqch der wenig erfolgreichen Anwendung der erwahnten Fallungsmethode waren 
wir’ g&&.&g&, nach ein’er nicht sehr aufwendigen Mikromethode zu suchen, die tine 
zuverlassige und reproduzierbare Glykogen-, und quckerbestimmung erlaubtc. 
Mit, Hilfe der Papierchromatographie erhielten wir befrie’digende Ergebnisse. 

I : BEXANN.TE PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNGSVERFAHREN 

Polysaccharide, Flassen sich papierchromatographisch nur nach Hydrolyse in Form 
ihrer Bausteine quantitativ ermitteln. In den letzten IO Jahren sind tine Reihe von 
papierchromatographischen Bestimmungsmethoden fur Zucker bekannt geworden. 
Zur guantitativen Bestimmung wird entweder ihr reduzierender Charakter oder ihre 
Furfurolisierbarkeit ausgenutzt, Prinzipiell wurden drei Verfahren beschrieben : 
-. 

l Die Untorsuchungcn wurden in danlccnswcrter Wcisc von dcr Dcutschen Forschungsgc-, 
mcinschaft durch eine Sachbeihilfe unterstlitzt. 

** Vorstsnd: Prof. Dr. I-L G~SSWALD, 
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L. Nach Clir,omatographie ,.Anf&rbun g auf dem Papier und direkte Photomet’rie 
dcs’ Farbfleckens, sowie Planimetrie der erhaltenen Ku’rvenflachen, ’ 

‘. 2. Nach ‘Chromatographie Anf$irbung auf dem :Papier,’ dann Elutjon des Farb- 
&offs und Messung der Extinktion im Spektralphotometer bei. bestimmter Wellen- 
hinge. ,‘, ., ,‘, “’ 

3. -Nach Chromatographie Elution .der ‘Zucker; dann Farbstoffbildung ,in vitro 
uncl Ermittlung,der. Estinktion wie bei;z. ‘.. : .’ 

” Das’ erste Verfahren erfordert xweifelsohne den ,I geringsten Arbeitsaufwand. 
Weiterhin sind die durch ein.e Elution entstehenden Felzlermijglichkeiten ausgd- 
schlossen. Durch direkte Photometric der Farbfleclen ist prinzipiell jede Farb- 
bildung auswertbar.. Die zweite. Methode erlaubt nur die Verwendung eluietibarer 
Farbstoffe nach einer vollkonimenen Trennung der Substanzen. Ahnlich kdnnen .im 
dritten Verfahren nur solche Nachweisreagentien verwendet werden, die ,liisliche 
Farbstoffe’. ergeben. FLOOD und Mitarbeiter” umgehen die Farbstoffbildung und 
ftihren nach dem IIerauslijsdn der Zucker, aus dem Papidr. eine titrimetrische Mikro- 
methode durch. Die Papierchromatographie wird lediglich als ,Reinigungsverfahren 
benutzt; Ahnliche. Verfaln-en liegen besonders. aus den letzten. Jahren vor’. : ‘, :’ 

MCFARREN, BRAND UND RUTKOWSKY* verwendeten zur quantitativen’ Bestim- 
mung von Zuckern auf. Filtrierpapier wohl als erste ammoniakalisches Silbernitrat .’ 
Die nach Besprtihen entstehendcn Silberflecken sind nicht oluierbar und lassen sich 
nur direkt auf dem Papier photometrieren. 

.‘. 
FISCHER UND D~~RFELD bezeichneten 

diese Reaktion deshalb, als ungtinstig. Die Bestimmung auf dem Papier sol1 angeblich 
umstandlicher und ungenauer sein; Weiterhin sol1 eine mangelhafte ProPortionalitat 
zwischen Zuckermenge und’ : Silberschwarzung bestehen. Sic, ziehen die ‘. Reaktion 
mit ~Triphenyltetrazoliumchlorid vor, : eluieren ‘das entstandene’ Formazan ,und .bc- 
stimmen die Estinktion., mit einer maximalen Streuun’g der Messwerte von 4-g y0 
bei 12 Einzelbestimmungen. .Der mittlere Fehler betrug 2-4 “/o’, ,Aber such hier wurde 
kein stijchiometrischer >Verlauf ,der Farbreaktion gefunden. ,Sowohl bei ‘der direkten 
Photometrie der Flecken auf dem ,Papier, als such .‘rnittels der Elutionsm’ethode war 
es nicht miiglich, einmal ,festgelegte Eichkurven ‘zu’ verwenden. WALLENFELS urid 
Mitarbeiterlo, benutzten beide Methoden, gaben jedoch der direkten ,Photometrie 
den Vorrang; wahrend L~DECXE UND STANGE rl,,die ,TTC-Reaktion bevoriugten. und 
den Farbstoff eluierten; WOHNLICH~~: wendete die direkte: Photometric mit : Erfolg 
auf1 ‘die Triphenyltetrazoliumchlorid-,, Benzidin- .:;und ‘Molybdatophosphorstiure- 
Reaktion an; Das yLambert-Beer’sche Gesetz Sol1 fur einen um”so grosseren Konzen,- 
trationsbereich ‘Gtiltigkeit haben, j e kurzwelliger die. untersuchte Farbe. auf dem 
.Papier ist, Auch I ROBERTS 13 wertete die Farbreaktion der Zucker mit Benzidincitrat’ 
direkt ‘auf .dem Papier aus. Die Tatsache, dass Zucker unter abestimmten Bedin- 
gungen furfurolisieren: und dann mit einer cyclischen Base’ :einen Farbkomples 
bilden~,~nutztenlweitcrhin BAAR 14, ~:C~ARNOWSKI~~, DATERS, ALBERS UND FREISKORN~‘, 
WIJ,SO’N~S, ‘- PHILIPPU?‘; COLOMBO und Mitarbeiterzo sowie HIMES und Mitarbeiter? 
zurquantitativen Zuclcerbestimmung aus. Die meisten Autore’nr4~17~ 18g20. verwen’deten 
die~Phthals%urelAnilin-Reaktion. Der,entstandene ‘Farbstoff wurde entwe'der'eluiert 

un’d : dann kolorimetriertl*~ tae,18 oder direkt auf dem: Papier ,gemessenlsp 17v 2% 21.’ ,‘Ftir 
eine ‘quantitative: Bestiriimung .mtissen ,bei dieser Farbrealction wenigstens 20’ Chro- 
matbgramme I’ angefertigt ‘werden, van. denen die 12 :’ besten Flccken ausgewertct 
werdeni7. ,Dann soll:nach Angaben der Autoren tin mittlerer Fehler von & I yO# er-. 

, :, , “>.i . , .‘,‘.! , J. CBromaCofi.. IO (x963) xgo--204. 
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reicht werden. Die italienisch.en Autoreneo mussten allerdings IZ Chromatogramme 
mit je zwei Testflecken und fiinf Vergleichsflecken anfertigen, urn cinen mittleren 
Fehler von & 2-4 yO’ zu erreichon. Bei direkter Photometrie auf dem. Papier erhalten 
die ‘.Autoren ,zwischen Extinktion und Konzentration auf semi-logarithmischem 
Papier eine Gerade. Eine lineare Beziehung wurde such gefunden zwischen den 
planimetrisch bestimmten Extinktionsflachen und der ‘Quadratwurzel der Zucker- 
lconzentrationl’ sowie zwischen der Estinktionsfkiche und dem Logarithmus der 
Zuckerlconzentration22. Nach Elution des Farbsto%fes und Photometrie wurde eine 
Proportionalitat zur Menge zwischen IO-125 /Ag festgestelltls, Wird der Zucker zu- 
n$i_chst eluiert und die Farbstoffbildung iqz v&o durchgeftihrt, erhalt man Fehler- 
grenzen van 0.8-5.4 %, die von der Zuckerkonzentration abhangig sindl”..Bei htiherer 
Zuckermenge ist der Fehler geringer. ATHENSTEDT 28 fand nach Anwendung dcr 
Anthron-Reaktion einen mittleren Fehler von & 3 %. 

Viele Arbeiten, die sich mit der quantitativen papierchromatographischen 
Zuckerbestimmung beschgftigen, sind wenig kritisch durchgefiihrt worden; Einige 
Bestimmungsverfahren sind nach unseren Erfahrungen ‘zu wenig zuverkissig. ‘In 
keinem Falle war es moglich, eines der beschriebencn chromntographischen Verfahren 
zu unscrer Zufriedenheit anzuwenden. 

: (, 

ERARBEITUNG EINER NEUEN CHROMATOGRAPHISCtiEN METHODE 
. 

In ‘. zahlreichen Vorversuchen ,haben# wir die verschiedenen im Schrifttum ange- 
fiihrten’ Bestimmungsmethoden unter Verwendung von Reinsubstanzen wie Glukose 
und Glykogen der Firma Merck ‘(beide Substanzen enthielten 7-8 oh Wasser) gepriift. 
Durch Kombination bekannter Verfahren und verschiedene Abanderungen in der 
Methodik.gelang es uns, ein neues einfaches und zuverlassigeres Verfahren zur Poly- 
saccharidi und Zuckerbestimmung zu entwerfen. 

! Zur Cliromatographie:. der Zucker erwiesen sich Schleicher & Schtill-Papiere 
Nr. zo43 b Mgl. gegeniiber den diinneren Whatman Nr.. I-Papieren als vor teilhafter ; 
dcas dickere,Papier lasst sich var. allem beim Wassern besser lzandhaben. Wir erhielten 
mit Silbernitrat leicht auswertbare, runde bis ovale Fleclcen auf’ weissem ,Grund. 
.Praktisch jedes Chromatogramm war auswertbar; sobald die Konzentration giinstig 
gewfihlt war. Hierzu ist jeweils ein Vorversuch notwendig; indem :nebenbekannten 
Mengen die zu ermittelnden unbek=annten Konzentrationen aufgetragen, chromato- 
graphiert : und angefarbt ,wurden: Leider konnten wir wiederholt feststellen, .!dass 
Papiere aus verschiedenen Fertigungsserien mitunter un terschiedliche Laufzeiten 
hatten, die vorher jeweils ermittelt werden mussten. Die Whatman-Papiere sind in 
ihrer Laufgeschwindigkeit wesentlich konstanter. Mit ‘dem! von FISCHER UND D~RFEL” 
verwendeten Laufmittel (lithylacetat-Pyridin-Wasser, 40: I I : 6) erzielten wir .im 
absteigenden Verfahren (Durchlaufchromatogramm) eine :Laufgeschwindigkeit fiir 
,Glukose ,von ca; 15 cm in g-15 Stunden. bei 25” und gute quantitative Y Ergebnisse. 
: Zur Ermittlung * der Lage der Glukoseflecken *auf dem’ Papierchromatogramm 

verwendeten wir,; Silbermtrat, Triphenyltetrazoliumchlorid?~10; Anilin-Phthalsgurc- 
‘Rdagen’s24, Anilin-Phosphorsaure-Reageriss6, $-Aminohippursgure2e; .und Benzidin- 
Trichloressigsiiuree’. D&s,, Triphenyltetrazoliumchlorid ,wird.. in ,alkalischer- Losung 
durch reduzierende; Substanzen zum’ tiefroten Triphenylformazan .hydriert.: ,Selbst 
unter vollstSndigem Lichtausschluss war es nicht mijglichi einen weissen Papier- 

., 1 J. Clcromalog., IO (1963) IQo-20~ . 
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grurd zu crhaltcn.- Wir fanden ‘stets tiefrote Flecken .auf nicht gleichmassig rijtlich 
gefarbtem Papier,, wie such in der Literatur angegeben wirdo. Dies erschwerte’,eine 
direkte photometrische Auswertung auf dem Papier, die ~unseres~ Erachtens am 
wenigsten aufwendig ist. Wir, waren deshalb bestrebt;, ‘letzteres Verfahren auszu- 
nutzen. Die Farbung mit Anilin-Phthals~ure ist relativ schwach mit leichter Papicr- 
grundf arbe. Es ist no tig, grijssere +_rckerm.engen aufzutragen. Dies ist j edoch insofern 
von Nachteil, weil dann gewiihnlich keine vollstandige Reaktion der Zucker mit dem 
Reagens erreicht wird, was sich nachteilig auf die photometrische Auswertung uncl 
quantitative Bestimmung auf dem Papier auswirkt. Weiterhin ist diese Reaktion 
nur etwa zu 60 o/o zuverhissig -reproduzierbar. Auch ALBERS UND FREISNORN” er- 
hielten nach dieser &far-bung einen hohen-‘Prozentsatz’ an Chroi-natogrammen, die 
nicht auswertbar waren. Ahnlich verhielten sich die Farbungen ‘mit Anilin-Phos- 
phorsaure, $-Aminohippursaure und Benzidin-Trichloressigs&ne. 

Da wir verlangten, class die Farbreaktion auf, dem Papier mtiglichst vollstandig 
verl&uft und eine hohe’ Extinktion ,ergibt, fiel unsere, Wahl auf die Silbernitrat- 
F&bung. Diese Reaktion ist sehr empfindlich, so class nur geringe Zuckermengen 
zur Chromatographie bentitigt werden. WALLENFELS, I~ERNT UNI) LIMBERG~~ haben 
verschieclene Farbreagentien auf ihre Empfindiichkeit hinsichtlich der Reaktion 
mit Zuckern geprtift und gelangten such zu dem Ergebnis, dass die Reaktion der 
Zucker mit Silbernitrat ‘, am &npfindlichsten ;ist und die::,:,bijchste;. Extinktion bei 

‘. 
Verwendung von gleichen Zuckermengen ergibt,, Die E&inktidn steigt mit zunehmen- 
der Zuckermenge steil an, wodurch der Absolutfehler verringert wird. 

Entgegen den wenig ermutigenden Literaturangaben”~beziiglich der Auswert- 
barkeit der Silberflecken fi.ir quantitative quckerbestimmungen, fanden wir mit 
dieser Methode die beste Reprod,uzierbarkeit. Allerdings arbeiteten wir nicht mit 
ammoniakalischem :.,Silbernitrat! . . sondern yzogen’ aas. Cbromatogramm sehr gleich- 
m+@sig durch eine S’ilbernit&t~L’&n-Ig in’, Aceton, (siehe S. 2o2).,‘Nach dem Trocknen 
erfolgte ein beiderseitiges Bespriihen .mit athanolischer ..Natronlauge~. Die dunkel- 
braunen bis schwarzen Silberflecken erscheinen kurz danach bei Raumtemperatur. 
Damit die vorhandene ,Glukose mtiglichst quantitativ r&t dem, Sibernitrat reagiert, 
wird stets nach ,einigen; Minuten nochmals mit Bthanolischer Natronlauge besprtiht; 
Das Papier ist dann such bei Tageslicht nur leicht brgunlich gef5rbt und kann,durch 
anschliessendes Baden der Chromatogramme in Fisiersalz-Losung bis auf die Silber- 
flecken, vtillig entfarbt werden?. Es ist nur darauf zu achten, class eine ,moglichst. 
wenig benutzte, noch farblose Fixiersalz-Losung verwendet wird. Das Salz wird 
durch. Spiilen in ,Leitungswasser wieder entfernt. ., 

,,Nach dem.Trocknen der Chromatogramme werden die Fleclcen direkt auf dem 
Papier : mittels eines Extinktionsschreibers : photometriert. Die schwarzen Silber- 
flecken~~gestatten es, bei geringer ~Empfindlichkeit des Apparates zu arbeiten. Dies 
hat den, Vorteil, class die Grundlinie der ,Extinktionskurve; ,errnittelt aus. dem ,Papier- 
wert, :nahezu eine Gerade darstellt und mit ,relativ grosser Genauigkeit ,festgelegt 
werderr kann. Die. .bei holler, Empfindlichlceit stark hervortretenden optischen,..Uni 
ebenheiten des Papiers, wodurch ,die Festlegung der : Grundlinie erschwert und die 
Genauiglceit der, Bestimmung herabgesetzt. wird, entfalleri. Da,die ,Hohei der. Extink- 
tion ,*von’ vielen sehr, schwer zu standardisierenden Faktoren abhangig ist;. war es 
unbedingt: !erforderlich, die Flecken;unhekannter ‘,Menge mit solchen bekanntec 
Konzentration nebeneinander. auf demselben Papierbogen,,,yie.,in Fig;. I, aufzu- 

! 
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Auffallend ist, dass Literaturangaben vorhanden sind, die trotz direkter Photo- 
metrie der. Flecken dem Lambert-Beer’schen Gesetz ftir einen bestimmten Bereich 
Giiltigkeit zuschreiben; obgleich Estinktionsschreiber bei. nicht :monochromatischem 
Licht normalerweise immer Kurven mit mehr oder weniger, starker ,Kri.iinmung 
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Fig. 2. Beziehung zwischeu planimetricrter Extinktionsfljiche uncl Glukose-Xionzentration nsch 
Anfarbung mit Silbernitrat. 

liefern. Ihr Verlauf ist abhangig vom verwendeten Filter, der benutzten Lichtquelle 
sowie von der Estinktionskurve des verwendeten Farbstoffs. WALLENFELS und 
Mitarbeiterlo photometrierten Silberfleckcn mit monochromati$chem Licht und auf 
transparentem Papier. Sie ‘fanden dann eine LinearitM zwischen Extinktionsfl&zhe 
und Konzentration bis ,zu 25 ,ug. 

Bei direkter Photometrie des Farbfleckens auf dem Papier hat ‘das Lambert- 
Beer’sche Gesetz unter Verwendung von nicht monochromatischem Licht und nicht 
transparent gemachtem Papier demnach keine Gtiltigkeit. Trotzdem ist eine quan- 
titative Auswertung der Flecken unter Beachtung der vorstehenden Ausftihrungen 
mijglich und liefert gute Ergebnisse, wenn ein Bereich gewahlt wird, in .dem die 
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Kurve miiglichst steil : verkiuft. Dies ist bei geringen Konzentrationen der Fall. 
Glukoseflecken bis zu ~5 ,~g sind fiir eine quantitative Auswertung brauchbar. Bei 
htiheren .,Konzentrationen verlaufen die Kurven such bei anderen .Farbmethoden So 
flach, dass,der absolute Fehler grijsser und die Bestimmung ungenauer wircl.. 

Wir fanden, fur die vorliegende Methode eine lineare Abh~ngigkeit \-on Es- 
tinktionsfkiche und dem Logarithmus der Konzentration (Fig. 3). Diese Propor- 
tionalit%t ist in der Literatur bereits fur andere in der Zuckerchromatographie 
verwendete Farbstoffe angegeben worden 20~ 22. Auch mit Hilfe dieser Darstellung ist 
durch Interpolation tine quantitative Restimmung mijglich. 

HYDROLYSIS VON GLYICOGEN UND WEIT&RE PR:~PARATION ZUR CHROMATOGRAPHIE 

Glykogen zerf%llt nach sourer Hydrolyse iiber Destrine uncl Maltose in Glukosc, 
die dann, wie beschrieben, ermittelt werden kann. Wir strebten eine mijglichst opti- 
male Hydrolyse des Glykogens an und haben deshalb zun&hst die Wirkung der 
die Spaltung beeinflussenden Faktoren geprtift. Zur Hydrolyse benutzten wir Salz- 
same, da sie sich leiclzter entfernen l%isst als beispielsweise Schwefelstiure. I .lV Salz- 
saure crgab w2hrend einer Zeitdauer von x5 Stunden die htichste Glukoseausbeute. 
Zum Vergleich ftihrten wir Versuche mit I/IO; I/Z, I und z’N Salzs~ure durch. 

Weiterhin war der Einfluss der Temperatur zu priifen. Bekanntlich hat die 
Temperatur einen betrgchtlichen Einfluss auf d.en Hydrolyseverlauf. Nach Fig. 4 

50 60 70 75 80 so 100 ‘C 
Temperotur 

Fig. .4. Einfluss auf die Hydrolyse und Zcrsetzung von Glykogcn mit I iV SalzsLurc; Dauer : 
15 Stundcn ; Wcrto papiercl~romstograpl~isch crmittelt. 

,,.’ 
liegt. das’6ptimum unter unseren Bedingungen zwischen 70 und 80”. Bereits bei.qoO 
tritt eine’ leichte Verfarbung des Hydrolysats ein, die auf eine schon eingetretene 
Zersttirung von Glukose hindeutet. Wir ftihrten unsere Hydrolysen deshalb bei einer 
konstanten Teniperatur von 75” im zugeschmolzenen Rijhrchen durch. Wie chroma- 
tographisch nachgewiesen werden konnte, wurde .unter diesen Bedingungen eine 
nahezu vbllsttindige Spaltung des Glykogens in Glukose erreicht, Zwischenproduk ie 
waren nicht ,mehr nachweisbar (vgl. Fig* I), : 

.- Vor der Chromatographie ist es notwendig, die S$iure weitgehend zu, entfernen. 
Auch Salzstiure zersetzt beim Auftragen der, Losung das Filtrierpapier, Eine ein- 
,fache Neutralisation lieferte uns : quantitativ schlecht auswertbare Flecken. Die bbi 
Verwendung’ van,, SchwefelsB~re’,‘~e~ijlinli’ch durchgeftihrte Entfernung der Sulfat- 
ion&n ‘riiitfels Bakiumhydioxydl71 so I ist .:aufwendig ‘und .birgt Fehlermogl~chkeiten 

‘. yl/,,., .I .,: ; ,q.. ” 
: 

; ., ,..’ : ,, 

,‘. ,’ J. Cl~romatog.,’ 10 (1963) 190-204~ 
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‘in sich. Die von uns benutzte Salzsaure konnten wir bequem entfernen, wenn unter 
wiederholtem’ Hinzuftigen von wenig Wasser mittels eines Valtuum-Rotationsver- 
dampfers31 etwa dreimal bis zur Trockne eingeengt wurde. Danach liess sicli eine 
einwandfreie Chromatographie der Glukose durchfiilzren. 

I~EHLERM~GLICHKEITEN UND IHRE BERECHNUNG 

Hydrolyst?fe&er 

Zur Abschatzung des durch die Hydrolyse’bedingten Fehlers wurden vier Glykogen- 
proben bei. 80” an verschiedenen Tagen hydrolysiert. Nach Entfernung der Sgure 
wurden auf einen Chromstogrammbogen (30 x 30 cm2) je zweimal ncbeneinander von 
jedem Hydrolysat S btg aufgetragen und chromatographiert. Dies wurde achtmal 
wiederholt. Nach Photometric der Silberflecken uncl Planimetrie der Ku’rvenfkichen 
wurde fur jedes Hydrolysat unci Chromatogramni der Indes a/b ermittelt und eine 
Fehlerberechnung durchgeftihrt (Tabelle I). 

TABELLE I 

BERIXHNUNG DES GESAMTFEHLERS UHNE BER~CI<SICHTIGUNG DES HYDROI.YSEFEHLE~,S 

(GLYI~OCENHYDROL~SATR) 
., .' 

c/l*b?ll* NV. 
Iwdiccs ; ,, ‘I 

‘I 2 ., 3 ,_.‘: ‘J ; j : I 

4 
I 0.942 0.965 -- -- ,” 
2 1.000 I.001 +.oog 0.927 
3 0.940 r .046 0.99s 0.988 

4 0.930 0.962 0.967 0.947 
5 0.940 ’ 0.965 1.060 1,049 
6 1.05s 0.973 I.043 0.963 

; 
I .030 I.012 0.975 1.036 
1.000 0.998 I .032 I.111 

Mitt&e Fchlcr I ho.019 .I fo.011 I & 0.014 I fo.ozj 

o/0 -Fehlcr zt I.9 & 1.x f I.4 f 2.9 
_- -_ 

Maximkle 
: 

Abweichung (%) -4.2 -2.6 d-2.9 +5.3 : 
.2-w -- 

‘. 

Tabelle I zeigt die Reproduzierbarkeit des chromatographischen Vorgangs 
(Auftrage-, Anfsrbe -, Photometrier- und Planimetrierfehler)’ ohne dabei. den auf die 
Hydrolyse entfallenden Fehler zu beriicksichtigen. Da auf jedem, Chromatogramti 
fiir diesen Zweck nur zwei vergleichbare Flecken vorhanden sind, war es notwendig; 
die.~~Indices zu berechnen, urn den Fehler, der durch Verwendung von mehreren 
Chromatogrammen entsteht, auszuschalten : und. dann iiber das Chromatogramm 
hinaus Vergleiche vornehmen. zu lcijnnen. Ausserdem sind die einzelnen Extinktiotis- 
flgchen dines Hydrolysats. der verschiedenen Chromatogramme ,insofexn nicht ve:r-,’ 
gleichbar, da die Empfindlichkeit des Chromatometers jeweils so reguliert wurde;, 
dass etwa gleich grosse Estinktionsfl&hen erhalten wurden. Die Berechnung ‘erg&: 
einen Masimalfehler von j= 4-5 o/O ; der grijsste errechnete mit tlere Fehler betrug,, 
& 2r5 %. ,,‘, ;/ ,. ,: ‘.,> : : ,“’ ‘,: i, 

\. 1’ 

I .’ ‘. ,, \. J, C?aromalog., ‘IO (1963) 1gc+oi. 
, :,’ 
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TABELL3i _, 
BERECHNUNG DES GESAMTFEHLEk: 

Hydrolysntc 

C/wont. NY. 
I ” 3 4 

.,’ 
I -J 3 4 ‘, ::(, 

a b a b a 6 n ZJ _I 

I 
II 

‘III 
,; IV 

V 
VI 

VII 
VII1 

35.3 37.5 37.2 38.6 36.9 - - - 36.4 3j.9 
40.5 40.5 40.0 39.9 38.2 38.0 35.3 38.1 40.5 40.0 

38.1 39.5 39.2 37.5 39.3 39.4 36.1 36.5 38.8 38.4 

,4o*o 43.0 42.8 44-5 41.3 42.7 39.6 41.9 41.5 43.5 
39.2 41.7 40.2 41.6 4396 41.2 36.5 34.8 4o*4 40.9 

37.4 35.3 360 37.0 38.8 37.2 36.0 37.4 3684 36:s 
40.2 39.0 39.3 38.8 39.8 40.9 42.1 39.1 

38.6 38.6 39.8 39.9 41.3 40.0 41.G 39.8 

36.9 
38.1 
39.3 
42.0 

42.4 
38.0 

40.3 
40.6 

.- 

36.7.' '_ 

36.3 :,.; 
40.8 ,,,' :j 
35.7: /; 
36.j ':' 
41.3. I. 

39.5 :::, 

:,:I, 
(: 

: 

Wird der Hydrolyscfehler mit in die Berechnungen einbezogen, wie in Tabelle II, 
io ist zu fordern, dass der Gesamtfehler sic’h erhaht, wenn durch die zu verschiedenen 
Zeiten durchgefiihrte Hydrolyse der Fehler vergrossert wird. Nach Tabelle II betragt 
die maximale hbweichung (Mittelwert) einschliesslich der Hydrolyse etwa & 4 yO 
und ist damit nicht holler als bei dep in Tabelle I gezeigten Bereclmungsweise. Der 
‘clurch Hydrolyse verursachte Fehler liegt also innorhalb des gesamten Chromate- ’ 

graphierfehlers. Er fallt praktisch nicht ins Gewicht und ist zu vernachlassigen. 
Dies bedeutet, dass die Herstellung einer geeichten Vergleichslijsung unter ‘den an- 
gegebenen Hydrolysebedingungen geniigt . 

A u$?tru,gefelzler 

Dsr durch das Auftragen der Substanz auf das Papier entstehende Fehler ist stark 
abhangig van der Konzentration der verwendeten L&sung. Bei’ Verwendung einer 

‘j( 1 
:i, 

zu konzentrierton’ Lijsung ist die aufzutragende Menge zu gering und der Fehler 
wird vergriissert. Bei stark verdiinnten Lasungen wird die Auftragezeit iibermassig 
lang. Wir benutzten 0.1 %ige Glyltogen- bzw. Glukoseliisungen. 

Auch die zum Auftragen verwendete Pipette ist ftir die Fehlerentstehung von 
grosser Wichtigkeit. Wir erzielten unter Verwendung miiglichst ein und derselben 
Elphor-Pipette die grosste Reproduzierbarkeit. Eine ,Agla-Spritze war wegen ihres 
relativ grossen temperaturempfindlichen~Volumens weniger geeignet. 

Alzfiirbefeltler 
urn:. diesen Fehler moglichst niedrig zu halten, ist ein zweimaliges gleichmassiges 
Besprtihen des Chromatogramms mit alkoholischer Natronlauge erforderlich, damit 
‘die,Reaktion der Glukose mit dem Silbernitrat~vollst&ndig erfolgt. Jedoch diirfte gerade 
dieser Fehler sehr gering zu .halten s’ein, 

.,, i 

I;jcqtomelrierfelzl~~, I# ‘, : 

. 
i ,. 

WBhrend sich. die beiden..,vorstehenden Fohler nicht ohne weiteres quantitativ er- 
,%assen lassen: ist dies bei der Photometric leicht zu erreichen. Da es nicht, moglich ist, 
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:+I , 
&~INSCHLIESSLICH HYDROLYS~FEHLER 

.46wdc/lu##g VOI& Af A bweickrrngcn (“/Co) 

‘,l’. Milielwcrt ~11 

‘.. I 0 3 4 I ? 3 J 
,. 
:.:. , 
‘; 37.1 -0.7 +o.s -0.2 - -1.9 f2.15 -0.54 - 

,’ .’ 38.S + I.7 + I.2 -0.7 -2.1 + 4.38 + 3.09 -1.81 - 5-41 
: .38.45 -I- 0.35 -0.05 -I- 0.85 -2.15 + 1.0.x -0.15 f2.46 - 6.23 
;. ‘:‘:: ‘41.95 -0.45 + I.55 + 0.05 -1.15 -1.07 + 3.70 +0.12 - 0.74 

-3gs85 + 0.55 + 1.05 + 2.55 -4.15 4 1.38 +2.64 + 6.40 -10.4 

,I, 
” 

.,. ,36.9 
-0.5 -0.4 

+ 
1.1 -o.2 -1.35 

-1.08 
- 0.54 

.,. 40.1 -0.5 -1.0 + 0.2 + I.2 -1.24 -2.49 : ;*;: + 2.99 
.39.6 -1.0 +6.2 -j- 1.0 -0.1 -2.52 + 5.05 + 

2152 
- 0.25 

‘,‘: 
: 

:.‘; : : .” ~Iaximalabweicl~~~rng : -1.86 f2.54 f2.72’ - 4.08 
.‘. 
,’ ” 

mehr als einen Flecken gleichzeitig zu photometrieren, kannte der zeitlich verscho- 
bene Messvorgang beim. Vergleich mehrerer Flecken Fehler verursaehen, wenn sich 
die Empfindlichkeit des Apparates mit der Zeit 5ndert. Es wurde deshalb ein und 
derselbe Fleck innerhalb einer Stunde und iiber einen Arbeitstag hinweg jeweils 
achtmal gemessen. Das Ergebnis war : 
,.. 

l?l~otometrierfel~lcr bci Messdaucr von I Stundc f 0.68 yO 

Photometrierfehler bei Messdsuer von S Stunden f 0.76 yO 

. davon Planimotrierfchler f 0.22% ” ,;, 

Der mittlere Photometrierfehler kinschliesslich Planimetrierfehler betrtigt ‘etwa 
r/3 bis I/Z des mittleren Gesamtfehlers. Es ist giinstig,‘Flecken, die’rniteinander’ irer- 
alichen w&den sollen, nach MBglichkeit nacheinander zu photometrieren. Die vori 
uns eingestellte Arbeitsweise des Photometers erlaubte, et&a acht Flecken 
Stunde durchzumessen. 

, : 

Gesam?fehJer bei, Bhmksmg verschiedener Zacckennengew 

In diesen Versuchen sollte die Frage geprtift werdcn, ob die aufgetragene 

in einer 

I 

Zucker- 
mengen einen Einfluss auf den Gesamtfehler hat. Zu diesem Zwecke wurden von 
einer Probe hydrolysierten Glykogens verschiedene Mengen von 3, 6; 9 und 12 fcg 

auf ein Chromatogramm wie in Fig. I aufgetragen , Dies wurde, auf ,elf verschiedonen 
Chromatogrammbtigen wiederholt, die nach verschiedenen Gesichtspunkten aus- 
gewertet wurclen. In Tabelle III wurden zur ErmCjglichung eines Vergleichs tiber die’ 
einzelnen Chromatogrammbtigen’ hinweg wiederuti von :den als Test- ‘und ’ Eich-! 
flecken bezeichneten Spots gleicher Konzentration die Indices gebildet und die 
mittlere Abweichuiig, berechnet a 

I ,I ! ;’ 
i ‘. 

Nach Tabelle III ist der mittlere Fehler bei kleirieren Auftragemengen etwas 
hijher als bei gr&seren. Dies ist wohl darauf aurtickzuftihren, dass’ der durch ‘.die 
Festlegung der Grundlinie nach der Photometrie entstehen,de;Fehler bei kleii&e~ 
Extinktionskurven starker ins Gewicht fallt als bei grijsseren. Die beste Reproduzier- 

,,I. ‘3’ :’ ‘, .I. Chvomalog., IO (1963) Igo_zoi 
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barkeit wird demnach zwischen Auftragemengen von S-12 pg erreicht, obgleich sich 
in diesem Bereich bereits ein deutlicher Abfall der Estinktionskurve bemerkbar 
macht (Fig. 3). Es wurde in diesem Bereich ein masimaler mittlerer Fehler van -& 
2.6 o/0 gefunden. 

T.%EELLE III 
VERGLEICH DER hlIl’TLEREN ABWEICHUNGEN BE1 VERWENDUNG VERSCHIEDENER IiONZENTRATIONEN 

EINER HYDROLYSIERTEN GLYKOGENPROBE 

Ckrorn. NY. - 
n j’tz 19 116 

Glv I 
Gl> II 
Gly III 
Gly IV 
Gly V 
Gly VI 
Gly VII 
Gly VIII 
Gly IX 
Gly X 
Gly XI 

1.13 I .03 I .og 
I.IG I.2 7 o.sg 
084 0.92 0.94 
I *09 0.88 0.99 
1.02 X.07 0.98 
0.93 0.93 0.99 
I.15 1.01 0.87 
0.99 0.85 1.08 
1.13 I.33 1.0.0 
0.95 1.04 0.94 
I*05 I.15 0.85 

0.83 
1.01 
0.98 
1.02 
I .04 
0.94 
0.99 
0.99 
I .02 
0.91 
I .os 

lMittlcrc 
Abweichung I rto.036 1 zko.049 I &0.026 I & 0.018 

% -Fehlcr rf 3,6 + 4.9 f2.G & 1.8 

Urn zu prtifen, wie gross die mittlere Abweichung bei Verwendung verschicdener 
Konzentrationen ist, wenn jeweils zwei Chromatogramme mit je acht Flecken ver- 
glichen werden, wurde jedes Chromatogramm, dass zur Ermittlung der in Tabelle III 
cingetragenen. ,Indices verwendet wurde, mit jedem anderen kombiniert und fur 
die jeweils erhaltenen S Indices die mittlere Abweichung errechnet. Man erhalt dann 
55 Werte, deren arithmetisches Mittel nach Tabelle IV bei & 4.3 y. Abweichung liegt. 

TABELLE IV 
XITTLERE FEHLIZR NACH ICOMBINATION ALLER VERFtiGBAREN CHROLlATOGRAMBfE; ERRECHNUNG 

DES ARITHMETISCHEN MITTELWERTES UND DER MITTLEREN ABWEICHUNG 

Gly Z Gly ZZ GZy ZZZ GZy I!’ GZy V GZy VI G/y VIZ GZy VZZI GZ.v IX Gly .X 

,‘. 

Gly 11, 
Gly III 
,Gly IV 
GlyV I” 
Gly VI, 
,GlyVII t 
Gly VIII 
Gly IX ,’ 
Gly X 
Gly XI ,. T, ; i , : 

0.0543 
0.0402, - 
0.0372 
0.03’32 
0.0342 
0.042 I 
‘,o.o38j 
0.0568 
0.0356 
0.0437 ,, 

- 
,0.05 12 
0;0488 
0.0459 
.0.0466 
0.0518 
0.0499. 
‘0.0650 
0.0476 
0.0543 

0.0324 
0.0278 
0.0286 
0.0367 
0.034 I 
0.0538 
0.03 IO 
0.0406 

- 
- 
- 
0.0233 
0.0245 
P.0332 
0.0320 
0.05 IG 
0.0363 
0.0370 

- 
- 
- 
- 
0.0180 
0.0296 
0.0255 
0.0488 
0.0230 
0.0330 

- - - - - 

- - - - - 
- - - - - 
- - - - - 
0.0300 - - - - 
0.0266 0.0351 - - - 
0.0495 0,0544 0.0526 - - 
0.02 18 0.03 15 0.0283 0.0503 - 
0.0339 0,0408 0.0385 0.0566 0.0352 

,- 
‘. >,,‘.. ,,I, 

$rithket@c+s ,M&l.& 55 Wertcn : 

, ,, )’ : .,I, /‘I ;, 
,, Mittlere ,+bw&hung : 

0.0432 
& 0.0017 

,’ I., .“Y ;. :,,, 2 : J. Clwomatog., IO (1963) fgo--204 
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Nach Tabelle IV liegen Z/S aller ftir jc S Indices berechneten mittleren Abwei- 
chungen zwischen & 4.x5-4-49 Oh. Die Methode ist also in den meisten F&.llen mit 
einem Fehler von rt d-4.5 ok belastet. Bei Addition aller Fehler wird die Repro- 
duzierbarkeit bis auf & 6.5 % erhoht; im giinstigsten Falle wurde ein Fehler von -& 
1.8 74 ermittelt. Fine Vcrringerung des Fehlers kann durch Verwendung giinstiger 
Konzentrationen und durch Eliminierung schlecht auswertbarer Flecken bzw. 
stark abwcichender Indices erfolgen, was in Tabelle IV nicht geschehen:ist. 

VERGLEICH GLEICHER MENGEN GLUKOSE UND GLYKOGEN AUF DE&I CHROMATOGRAMM 

SOWIE ERMITTLUNG DES w.xHREND DER HYDROLYSE ZERST;jRTEN ANTEILS’ 

Der Vergleiclz einer bestimmten Glukosemenge mit dem ‘nach Hydrolyse aus einer 
gravimetriscb gleichen Glykogen- oder anderen Polysaccharidmenge entstandenen 
Glukoseanteil erschien insofern’ interessant, da hierdurch die Mijglichkeit gegeben 
wird,. mit Hilfe eines ,ermittelten Faktors Glukosemengen in Glykogen umzurechnen 
und diese neben Polysaccharidmengen relativ leicht ohne Abtrennung zu bestimmen. 
Der wahrend der S&ureelnwirkung berlustig gehende Glukoseanteil ist bei der Be- 
reclmung entsprechend zu. berticksichtigen, 

Zur Xrmittlung des Umrechnungsfaktors wurden mehrere Chromatogramme 
angefertigt, auf denen Glukose mit hydrolysiertem Glykogen verglichen’ wird. 
Zur Bestimmung der .wahrend der Hydrolyse durch S%ire+-rwirkung puftretenden 
Verluste an Glukose wurde reine Glukose unter gleichen Temperaturbedingungen 
(75”) mit N-Salzsaure tiber 15 Stunden behandelt und dann papierchromatographisch 
mit einer unbehandelten Glukoseprobe gleicher Konzentration ycrglichen. Da, die 
zeitliche Hydrolyse des Glykogens asymptotisch verlauft und anfangs die grijsste 
Spaltung auftritt, scheint uns, clieser Vergleicb bei einer Hydrolysedauer von ‘15 
Stunden gerechtfertigt zu sein. Unter Beriicksichtigung der Hydrolyse bei der 
S&urebehandlung des Glykogens wird in diesen Fallen die Zerstijrung noch etwas 
geringer anzunehmen sein als bei der hier zum Vergleich berangezogenen mit Saure 
behandelten Glukose. ALBERS UND FREISKORN 17 fanden bei der SchwefelsWrehy- 
clrolyse bei einer Versuchstemperatur von IOOO einen Verlust von S O/0 Glukose. 

Nacb Literaturangabena! entspricht I g Glukose 0.925 g Glykogen. Nach Hy- 
drolyse entsteht demnacb aus I g Leberglylcogen 1.081 g Glukose, wenn die Hydrolyse 
vollstandig ist und keine ,Verluste an entstandener Glulcose auftreten. Unter Be- 
rticksichtigung, ‘der mcthodischen Fehlergrenzen von j, 4.5 o/O war unter unseren 
Hydrolysebedingungen lcein Glukoseverlust feststellbar. Damit dtirften unsere Hy- 
‘drolysebedingungen, schdnender sein als die von ALBERS UND FREISKORN~~. Jedoch 

war andererseits die Hydrolyse nicht vollstandig, da wir aus unseren Glukoseproben 

nach Hydrolyse immer etwas weniger Glukose erhielten als’ dem Umrechnungs- 
faktor entspricht. 

Glykogcn (Merck) z g orgibt 
Glukose, theoretisch I,,081 g 
Gldkosc, gefunden 1.033 g (Mittel aus 4 Einwaagen ’ 

, . nach I-Iydrolyse ’ 
I 

,Wir fanden demnach. fur unsere Methode einen Umrechnungsfaktor von o.g68., 
Es,werden unter unseren Bedingungen etwa 4.5 y. Glykogen nicht erfasst. Eine voll- 

J. Chrowtatog., IO (1963) 190-204 
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stindigere Spaltung ohne merkliche Zerstiirung k&nte durch eine Erhohung dcr 
Hydrolysezei t erreicht werden. 

METHODISCHE AUSFtiHRUNGEN 

HydvoZyse tmd Entfernung der S&we 

Jeweils genau 25 mg Glykogen der Firma Merck, Darmstadt (mit 7-S y0 H,O) 
wurden direkt in die zur Hydrolyse verwendeten kleinen Reagensgl&ser (ca. IO ml) 
eingewogen, mit I ml Iv-Salzsaure versetzt und zugeschmolzen. Die nun folgende 
Hydrolyse erfolgte in einem Thermostaten bei 75” & I’ iiber 15 Stunden. Danach 
wurde das Hydrolysierriihrchen in einem 50 ml Schliffrundkolben (NS 14.5 mm) zer- 
brochen und die am Kolbenhals hgngengebliebenen Glas- und Substanzreste mit 
einigen ml destilliertem Wasser in den Kolben gespiilt. Mittels eines Vakuum-Ro- 
tationsverdampfers wurde bis zur Trockne eingedampft. Zur miiglichst weitgehenden 
Entfernung der Salz&ure wurde dann der Riickstand im Kolben noch zweimal mit 
einigen ml destilliertem Wasser aufgenommen und dieses wiederum, wie vorher, 
abgedampft. Der verbliebene Rtickstand wurde nun in genau 25 ml destilliertem 
Wasser gel&t und diese Lijsung zur Chromatographie verwendet. 

Wir verwendeten Papier der Firma Schleicher & Schiill zo43b Mgl, Format 30 x 
30 cmz. Auf einer Startlinie wurden in Abstainden von 3.5 cm acht Flecken pro Chro- 
matogrammbogen mit einer Elphor-Pipette in Konzentrationen von 2-12 pg, besser 
S-12 pg aufgetragen. Zur Erreichung einer mijglichst grossen r%.umlichen Nahe 
wurden bei Vergleichen Test- und Eichfleck jeweils nebeneinander aufgetragen. 
Absteigendes Durcl~laufcl~romatogramm; Laufmittel: Athylacetat-Pyridin-Wasser, 
40: II :6. Nach einer Wanderung der Glukose von 10-15 cm auf 
ist stark von der Papierserie abhsngig : 6-15 Stunden) wurcle 
zur Entfernung des Laufmittels bei cn. 25” getrocknet. 

dem Papier (Laufzei t 
das Chromatogramm 

Die. trockenen Chromatogramme werden moglichst gleichm&sig durch das in einer 
flachen Schale sich befindende Silbernitrat-Reagens (1.5 ml einer nahezu ge&ttigten 
wsssrigen Silbernitrat-Losung in IOO ml Aceton geben, dann eben so vie1 Wasser 
binzutun, bis der, eutstandene Niederschlag sich gerade l&t) gezogen und dann bei 
Zimmertemperatur im Abzug wiederum vijllig getrocknet. Bei ungleichm%ssigem 
und ruckartigem Durchziehen der Chromatogramme durch das Silbernitrat-Reagens 
ergeben sich helle Streifen, die, wenn sie iiber die Zuckerflecken zu liegen kommen, 
zu Verfalschungen der Estinktionswerte ffihren. Nach ca. IO Min. wird das Chromato- 
gramm mit alkoholischer NaOH (IO g NaOH in mijglichst wenig H,O l&en und dann 
auf 500 ml mit g5 %&em Ethanol auffiillen) beidseitig gleichmassig mittels eines N,-, 
Stromes bespriiht. Dieser Prozess wird nach einigen Minuten wiederholt, damit die. 
Reaktion quantitativ erfolgen kann. Sogleich nach dem Abtrocknen des Alkohols (ca. 
5-10 Min.) im Abzug wird das Chromatogramm in ein fur die Photographie verwende-, 
tes Fisierbad gelegt. Nach Entfarbung des Untergrundes (cn, 5-10 Min im frischen 
Fixierbad) sowie Entfernung des tiberschiissigen AgNO, gelangt es in ein fliessendes. 
Wasserbad zur einstiindigen W&sserung; anschliessend Trocknung bei etwa 70”: 

J. Chromalog., IO (1963) Igo-204. 
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Pholometvie 

Wir benutzten ein Chromatometer zur direkten Photometrie der erhaltenen Silber- 
flecken auf dem Papier der Firma Dr. B. Lange, Berlin-.Zehlendorff. Die’ Flecken 
wurden senkrecht zur Laufrichtung photometriert. :Hierdurch und durch das Aus- 
messen von wenigstens vier Flecken eines Chromatogrammbogens hintereinander 
wird die Festlegung der Grundhnie. wesentlich erleichtert., Nach planimetrischer 
Ermittlung der Kurvenf’kichen wurden diese in einer graphischen Darstellung in 
Beziehung zur Konhentration gesetzt. Anhand der erhaltenen Kurve kann der Gluko- 
se- bzw. Glykogengehalt unter Beachtung der oben erwghnten Bedingungen gra- 
phis,ch ermittelt werden. 

Die Methode ist selbstverstandlich such zur Bestimmung anderer reduzierendei 
Zucker anwendbar. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Nach eingehender Besprechung der im Schrifttum vorhandenen quantitativen papier- 
chromatographischen Verfahren zur Zuckerbestimmung wird eine modifizierte 
Methode zur Glykogen- und Glukosebestimmung mitgeteilt. Durch absteigende 
Durchlaufchromatographie (Laufmittel: Athylacetat-PyridinLWasser, 40’: II : 6) und 
Anfgrbung mit Silbernitrat-Lbsung in’ Aceton/alkoholischer Natronlauge sowie an- 
schliessende Entfgrbung in Fixiersalz werden gut auswertbare Silberflecken erhalten. 
Die quantitative Bestimmung erfolgte durch dirckte Photometrie auf dem .Papier 
und Planimetrie der erhaltenen Extinktionsfl&zhen. Es besteht eine lineare Abhangig- 
keit zwischen der Extinktionsfl~che und dem Logarithmus ‘der Konzentration. Das 
Glykogen wurde vorher mit SaIzs&ure hydrolysiert. Der optimalste Hydrolyscgrad 
wurde mit I N Salzsaure nach einer Zeitdauer von 15 Stunden bei 75”’ erreicht. 
Reproduzierbarkeit ‘der Methode : Maximalabweichung & 6.5 %, *mittlere Abweichung 
& 4-4.5 %. Die Reproduzierbarlceit kann durch Eliminierung schlecht auswertbarer 
Chromatogramme erhijht werden. 

SUZIIJIARY 

Earlier work dealing with the quantitative determination of sugars by paper chroma- 
togiaphy is reviewed extensively, and a modified method for the determination of 
glucose and glycogen is given. After one-dimensional descending chromatography 
(solvent system : ethyl acetate-pyridine-water, 40 : II : 6)) the spots were detected 
by dipping the chromatograms into an acetone solution of silver nitrate and spraying 
them twice with sodium hydroside dissolved in ethanol. In order to reduce the colour 
of the background the chromatograms were treated with a fixing bath used for photo- 
graphic purposes. Quantitative estimation was carried out by direct photometry 
on the paper strip by means of an automatic densitograph. Glycogen was treated 
with hydrochloric acid before estimation. Hydrolysis could be carried out best‘with 
I N hydrochloric acid for 15 h ‘at 75”. For the quantitative estimation the curves 

1~ were measured with a planimeter. A linear relation was found between extinction 
’ area and the log of the concentration. Reproducibility of the method: masimum 

deviation -j= 6.5 %, standard deviation rt: 4-4.5 %. The reproducibility can be in- 
creased by eliminating the chromatograms that are difficult to evaluate. 

J. Chromatog., 10 (1963) Igo- 
..a 
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