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Zur quantitativen Bestimmung des Glykogens wurde bisher im allgemeinen die auf
PrFLUGER! - zuriickgehende Methode, die vielfach modifiziert ‘wurde?, angewandst.
Hierbei wird das Gewebe zunichst mit 20 %iger Natronlauge mazeriert und dann
das Glykogen aus heisser Loésung mit Alkohol gefillt.. Nach mehrmaligem Aus-
waschen lisst sich dann entweder ‘die colorimetrisch ‘arbeitende Anthron-Methode3
“anwenden, oder das Glykogen wird einer saueren Hydrolyse unterworfen und danach
d1e entstandene Glukose nach HAGEDORN-JENSEN titrimetrisch ermittelt.

-Bei ‘unseren Untersuchungen iber die Glykogen- und Polysaccharidverinde-"
rungen wihrend der Postembryonalentwicklung von Insekten (z.B. Ameisen) zeigte
sich, dass die tiblichen Fallungsmethoden viel zu niedrige und keine konstanten Werte
ergaben. JouN? wies bereits bei ihren Untersuchungen iiber den Glykogengehalt
der Biene darauf hin, dass ein Auswaschen des Niederschlages mit destilliertem
Wasser erhebliche Glykogenverluste zeitigte. Das Glykogen soll in den Zellen
hdufig als lockere Eiweiss-Glykogen-Verbindung in zwei Formen vorliegen, dem
‘léslichen Lyo- und dem unléslichen Desmo-Glykogen®. Die beiden Glykogene sind
mehr oder minder einheitlich in der Zusammensetzung und haben verschiedene
Molekulargewichte. Da. sich unsere bisherigen Kenntnisse hauptsichlich auf Er-
fahrungen mit Sdugetier-Glykogen stiitzen, besteht die Méglichkeit, dass bei der
Vielzahl der Insekten weitere -bisher . noch unbekannte Taktoren 111n7ukommen,‘
die eine Glykogenbestlmmung in iiblicher Form erschweren. . SRS :

Nach der wenig erfolgrelchen Anwendung der erwihnten I‘a.llungemethode waren
wir gezwungen, nach einer nicht sehr aufwendigen Mikromethode zu suchen, die cine .
7uver1a551ge und reproduzierbare .Glykogen-. und. Zuckerbestimmung -erlaubte."
Mit Hilfe der Paplerchromatographle erhlelten ‘wir befnedlgende Ergebnisse.

. BEKANNTE PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNGSVERFAHREN

Polysaccharide lassen sich papierchromatographisch nur nach Hydrolyse in Form
ihrer Bausteine quantitativ ermitteln. In den letzten 10 Jahren sind eine Reihe von
papierchromatographischen Bestimmungsmethoden fiir Zucker bekannt geworden.
Zur quantitativen Bestimmung wird entweder ihr reduzierender Charakter oder ihre
Furfurolisierbarkeit ausgenutat. Pr1n71p1e11 wurden drei Verfahren beschrieben:

* Die Untersuchungen wurden in dankcnswerter Weise von der Deutschen Forschungsge-
meinschaft durch eine Sachbeihilfe unterstht7t
""Vorsta.nd Prof. Dr.. K. G6SSWALD.
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1. Nach Chromatographle Anfiarbung auf dem Paplex und. direkte Photometrle
des Farbfleckens sowie Planimetrie der erhaltenen Kurvenflichen. - =

“2..Nach Chromatographie Anfarbung auf dem Papier,. dann Elutlon des F 'v'b-
stoffs und Messung der E‘ctlnktlon im Spektralphotometer be1 bestlmrnter Wellen-
lange : - -
3. Nach - Chromatographle ]:lutlon der Zucker dann Farbstoffblldung " mtro
und Ermittlung der. Extinktion wie bei 2. T :

Das erste Verfahren -erfordert zwelfelsohne den gerlngsten Arbeltsaufwand
We1terh1n sind die. durch ‘eine ' Elution . entstehenden Fehlerméglichkeiten ausge-
schlossen. Durch direkte Photometrie der Farbflecken -ist prinzipiell jede Farb-
bildung -auswertbar.. Die zweite. Methode erlaubt nur die Verwendung -eluierbarer
Farbstoffe nach einer vollkommenen Trennung der Substanzen. Ahnlich kénnen .im
dritten Verfahren nur solche Nachweisreagentien verwendet werden, die lésliche
Farbstoffe:-ergeben. FLoop und Mitarbeiter® umgehen die Farbstoffbildung und
 fiihren nach dem Herauslésén der Zucker aus dem Papiér eine titrimetrische Mikro-
‘methode ‘durch. Die Papierchromatographie wird lediglich als Rem]gungsverfahren
- benutzt:. Ahnliche Verfahren liegen besonders.aus den letzten Jahren vor?. . :

MCcFARREN, BRAND UND RuTKOWSKY® verwendeten zur quantltatlven Bestlm-
mung von Zuckern auf Filtrierpapier wohl als erste ammoniakalisches Silbernitrat.
Die nach Bespriihen entstehenden Silberflecken sind nicht eluierbar und lassen sich
nur direkt auf dem Papier photometrieren. FISCHER UND DORFEL? bezeichneten
diese Reaktion deshalb als ungunstlg Die Bestlmmung auf dem Papier soll angeblich
‘umstindlicher und ungenauer sein. Weiterhin soll eine mangelhafte Proportionalitit
zwischen Zuckermenge und':Silberschwirzung  bestehen.' Sie ziehen die :Reaktion
mit Trlphenyltetrazollumchlond vor, eluieren 'das entstandene: Formazan ‘und be-
stimmen die Extinktion mit einer maximalen Streuung ‘der Messwerte von 4-9 %
bei 12 Einzelbestimmungen. Der mittlere Fehler betrug 2—4-%: Aber auch hier wurde
kein stéchiometrischer Verlauf-der Farbreaktion gefunden. ‘Sowohl bei der direkten
Photometrie-der Flecken auf dem Papier als auch mittels der Elutionsmethode war
es nicht méglich, einmal festgelegte Eichkurven zu verwenden. WALLENFELS und
Mitarbeiterl?. benutzten beide Methoden, gaben jedoch der direkten Photometrie
den Vorrang; wihrend LUDECKE UND STANGE!! die TTC-Reaktion bevorzugten und
den: Farbstoff eluierten. WonNLICH!? wendete die: direkte: Photometrie' mit: Erfolg
‘auf -die Triphenyltetrazoliumchlorid-,  Benzidin- -und ‘Molybdatophosphorsiure-
Reaktion an:-Das Lambert-Beer’sche Gesetz soll fiir einen um'so grosseren Konzen-
- trationsbereich 'Giiltigkeit: haben, :je. kurzwelliger die untersuchte Farbe auf dem
 Papier ist. Auch. RoBERTS!® wertete die Farbreaktion der Zucker mit Benzidincitrat:
direkt ‘auf dem :Papier aus. Die Tatsache; dass Zucker unter .bestimmten Bedin-
gungen furfurolisieren: und dann" mit. einer cyclischen Base ‘einen Farbkomplex
bilden, nutzten weiterhin BAAR!, v. CZARNOWSKI1!S, DATE1%, ALBERS UND FREISKORNY?,
WirLsoN28, " PHILIPPUN,  CoLoMBO und: Mitarbeiter2? sowie HimEs und  Mitarbeiter?
zur quantitativen Zuckerbestimmung aus. Die meisten Autoren?417, 18,20 yerwendeten
- die-Phthalsiure-Anilin-Reaktion. Der entstandene Farbstoff wurde entweder eluiert
*und:dann kolorimetriert!4,16,18 oder direkt auf dem: Papier gemessen18,17.20, 21 Fiir
eine ‘quantitative Bestimmung miissen ‘bei dieser Farbreaktion wenigstens 20 Chro-
matogramme angefertigt:‘'werden, von. denen ‘die 12:besten. Flecken ausgewertet
© werden!?."Dann soll:nach' Angaben der Autoren ein mittlerer Fehler von 4 1 %. er--

T R ‘ J. Civomatog., 10 (1963) 190-204.



192 .+ .. G: H. SCHMIDT, H. BRUNNERT

reicht werden. Die italienischen Autoren? mussten allerdings 1z Chromatogramme
mit je zwei T estflecken wnd fiinf Vergleichsflecken anfertigen, um cinen mittleren
Fehler von 2—4 % zu erreichen. Bei direkter Photometrie auf dem: Papier erhalten
die -Autoren -zwischen Extinktion und Konzentration auf semi-logarithmischem
Papier eine Gerade. Eine lineare Beziehung wurde auch gefunden zwischen den
planimetrisch bestimmten Extinktionsflichen und ‘der Quadratwurzel der Zucker-
konzentrationl” sowie zwischen der Extinktionsfliche und dem Logarithmus der
Zuckerkonzentration22, Nach Elution des Farbstoffes und Photometne wurde eine
‘Proportionalitit zur Menge zwischen 10-I25 ug festgestelltis, Wird der Zucker zu-
nichst eluiert und die Farbstoffbildung 7» vitro durchgefiihrt, erhidlt - man Fehler-
grenzen von 0.8—5.4 %, die von der Zuckerkonzentration abhingig sind!®.. Bei htherer
Zuckermenge ist der Fehler geringer. ATHENSTEDT?® fand nach Anwendung de1
Anthron-Reaktion einen mittleren Fehler von - 3 %. :

Viele - Arbeiten, die sich mit der quantitativen paplerchromatographlschen
Zuckerbestimmung beschiftigen, sind wenig kritisch durchgefuhrt worden. Einige
Bestimmungsverfahren sind nach unseren Erfahrungen zu wenig zuverlissig. ‘In
keinem Falle war es ‘méglich, eines der beschriebenen chromatographlschen Vcrfahren
zu. unserer Zufrledenhelt anzuwenden

IZRARBEITUNG EINER NEUEN CHROWATOGRAPHISCHI"‘I MIZTHODI"

In 7a.h11elchen Vorversuchen ha.ben wir die verschledenen im Schrlfttum ange-
fitlhrten Bestimmungsmethoden unter Verwendung von Reinsubstanzen wie Glukose
und Glykogen der Firma Merck (beide Substanzen enthielten 7~-8 % Wasser) gepruft
Dirch- Kombma.tlon bekannter Verfahren und verschiedene Ab#nderungen in der
Methodik: gelang es uns, ein neues einfaches und 7uverlaSSIgeres Verfahren zur Poly-
sqcchamd- und Z uckerbestlmmung zu entwerfen. :

. Zur Chromatographie-der Zucker erwiesen sich . Schlelcher & Schull Paplere
Nr. 2043b Mgl gegeniiber den. dunneren Whatman Nr. 1-Papieren als vorteilhafter;
das dickere Papier lidsst sich vor. allem beim Wissern besser handhaben. Wir erhielten
mit Silbernitrat leicht auswertbare, runde bis ovale Flecken auf weissem -Grund.
' 1ktlsch jedes Chromatogramm war auswertbar, sobald die Konzentration giinstig
gewdhlt war. Hierzu ist ‘jeweils. ein Vorversuch notwendig, indem :neben-bekannten
Mengen die zu ermittelnden unbekannten Konzentrationen aufgetragen, chromato-
graphiert: und angefirbt wurden. Leider konnten wir wiederholt feststellen, ‘dass
Papiere aus verschiedenen Fertigungsserien mitunter unterschiedliche Laufzeiten
hatten, die vorher jeweils ermittelt werden mussten. Dic Whatman-Papiere sind in’
ihrer Laufgeschwindigkeit wesentlich konstanter. Mit dem: von FISCHER UND DORFEL"
verwendeten Laufmittel (Athylacetat—Pyrid.in'—-W'Lsscr, 40:11:6) erzielten wir-im
1bste1genden Verfahren (Durchlaufchromatogramm) eine Laufgeschwindigkeit . fiir
Gluls.ose von ca. 15 cm in 9g-15 Stunden bei:25° und gute quantitative - Ergebnisse. .

< Zur Ermlttlung der Lage der Glukoseflecken -auf dem' Papierchromatogramm
"'verwendeten wir.: Silbernitrat, Triphenyltetrazoliumchlorid? 1, Anilin—Phthalsiure-
‘Reagensz" Anilin—Phosphorsiure-Reagens?s, . jJ—Amlnohlppuxsaurem, und Benzidin--
Trichloressigsiure?®. Das- Triphenyltetrazoliumchlorid -wird .in. alkalischer. Loésung
durch reduzierende: Substanzen zum: tiefroten Trlphenylforrnazan hydr1ert Selbst
-unter vollstindigem Lichtausschluss war. es nicht moglich, einen weissen Paplers
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grund. zu erhalten. Wir fanden stets tiefrote Flecken aufl nicht gleichmissig rétlich
gefirbtem Papier, wie auch in: der Literatur angegeben wird® 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-Phthalsiure ist relativ schwach mit leichter Papier-
grundfarbe. Es ist notig, grossere Zuckermengen aufzutragen. Dies ist jedoch insofern
von Nachteil, weil dann gewshnlich keine vollstindige Reaktion der Zucker mit dem
Reagens erreicht wird, was sich nachteilig auf die photometrische Auswertung und
quantitative Bestimmung auf dem Papier auswirkt. ‘Weiterhin ist diese Reaktion
- nur etwa zu 609, zuverlissig- reprodunerba_r Auch ALBERS UND FREISKORN!? er-
hielten nach dieser Anfirbung einen hohen Prozentsatz an Chromatogrammen, die
nicht auswertbar waren. Ahnlich verhielten sich die Firbungen mit Anilin~Phos-
phorsiure, p-Aminohippursiure und Benzidin-Trichloressigsiure. :
Da wir verlangten, dass die Farbreaktion auf dem Papier moéglichst vollstindig
verliuft und eine hohe' Extinktion ergibt, fiel unsere Wahl auf die Silbernitrat-
Farbung. Diese Reaktion ist sehr empfindlich, so dass nur geringe Zuckermengen
- zur Chromatographie benétigt werden. WALLENFELS, BERNT UND LIMBERG!? haben
verschiedene Farbreagentien auf ihre Empﬁndhchkert hinsichtlich der Realktion
mit Zuckern gepriift und gelangten auch zu dem Ergebnis, dass die Reaktion der
Zucker mit Silbérnitrat. am -empfindlichsten ist und  die;: ‘hochste: Extinktion bei
Verwendung von glelchen Zuckermengen erglbt Die Extlnktlon steigt mit zunehmen-
der Zuckermenge steil an, wodurch der Absolutfehler verringert wird. ‘
Entgegen den wenig ermutigenden Literaturangaben® beziiglich der Auswert-
barkeit der Silberflecken fiir quantitative /uckerbestlmmungen fanden wir mit
dieser Methode die beste Reprodullerbarkclt Allerdmgs arbeiteten wir nicht mit
ammoniakalischem . Sllbermtrat ~sondern ' zogen' das. Chromatogramm sehr gleich-
missig durch eine, Silbernitrat- Losung in Aceton (51ehe S. 202). Nach dem Trocknen
erfolgte ein beiderseitiges Bespriihen mit athanohscher Natronlauge28 Die dunkel-
braunen bis schwarzen Silberflecken erscheinen kur/ danach bei Raumtemperatur
Damit die vorhandene Glukose moglichst quantitativ mit dem Sibernitrat reagiert,
wird stets nach einigen Minuten nochmals mit dthanolischer Natronlauge bespriiht:
 Das Papier ist dann auch bei T ageslicht nur leicht briunlich gefirbt und kann durch
anschliessendes Baden der Chromatogramme in Fixiersalz-Losung bis auf die Silber-
flecken , véllig entfirbt werden!?, Es ist nur darauf zu achten, dass eine moghchst.
wenig benutzte noch farblose Fixiersalz- Losung verwendet w1rd Das Sal7 w1rd.
durch Spiilen in Leitungswasser wieder entfernt. : :
“Nach dem Trocknen der. Chromatogramme werden die Flecken d.1rekt 'Luf dem
Papler ‘mittels eines : Extinktionsschreibers: photometriert. Die schwarzen  Silber-
flecken gestatten es, bei geringer ‘Empfindlichkeit des Apparates zu arbeiten. Dies
hat den Vorteil, dass die Grundlinie der Extinktionskurve, ermittelt aus dem Papier-
wert, -nahezu eine Gerade darstellt und mit relativ grosser Genauigkeit festgelegt
werden- kann. Die bei hoher. Empfindlichkeit stark hervortretenden optischen. Un-
ebenheiten des Papiers, wodurch .die Festlegung der: Grundlinie. erschwert und - die
Genauigkeit der Bestimmung herabgesetzt wird, entfalleri. Da die Héhe: der. Extink-
tion von  vielen sehr schwer zu standardisierenden Faktoren abhiingig ist, war. es
unbedingt: .erforderlich, - die - Flecken: unbekannter ‘Menge mit solchen bekanntex
Konzentratlon nebeneinander. auf . demselben Paplerbogen ‘wie: m ‘Fig. 1, auf7u-
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; 'tragen"'und 51e wahrend des ganzen Pro7esses moghchst glelch zu- behandeln’B Emj
Verglelch iiber denselben Pap1erbogen hlnaus mlt Hllfe emer generellen Elchkurve
.. ist'nicht: mogllch : -

D1e photometriérten Fleclcen llefern Kurvenﬂachen dercn Grosse phmmctrlsch'.
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1g: 1, Muster emes verwendeten Cl:lroma,togra.mmbogens, a.bstelgend E'= Exchﬂuck T = fl‘est-i
T e ; B ﬂeck, aufgetragen bel 75° hydrolyswttes Glykogcn ‘

ermlttelt w1rd D1e I‘Iachengrosse w1rd rnlt der der mltgewanderten F lecken bekann ter %

Konzentratlon verghchen, und dalaus werden dlc unbekannten Mengen graphlsch :
ermlttelt R o S -

W7UR GULTIGKDIT DIZS LAVIBERT-BEER SCHI‘N GESET/ES BLI DIREKTER PHOTO‘\/IETRIEV._N

Da.s Lambert-Beer sche Gesetz fordert eine: geradllnlge Abhanglgkelt der Extlnktlon?“ﬁ
svon der Konzentra.tlon eines absorblerenden Stoffes. Nach’ GRASSMANN UND HANNIG? .
hat es bei’ dlrekter Photometne auf dem Papier jedoch-nur dann. Gultlgkelt ‘wenn'
& ne glelchma551ge Vertellung eines. Farbstoffes iiber die ganze Spaltbrelte gewdhr-
léistet: ist; - Dies: ist. normalerweise in der Paplerchromatographle nicht der Fall, :
80" dass m n. bei: dlrekter Photometrie stets Kurven erhilt, die ‘mit. zunehmend.erf_?;
‘K‘onzentratwn auf der Absmsse nach: unten gekrummt smd (I‘ ig. 2) “Wie erwihnt

t. die: Stellhelt der Kurven a,bha.nglg vom-verwendeten: Farbstoff. Eine mathema
"tis”(:hé‘f 'B'ei'étihn'un"g; de'r'. ‘Kurven soll nur dann’ mﬁ'glic':h' sein, .'w'eri'n'.‘das:."Filti"iérpapiéf
vorher transparent gemacht wurde. Aufgrund der-bei. Verwendung von' Silbernitra
{;ﬁ,nur_ wemg abwelchenden Kurven haben wir fiir unsere Zwecke zur bcsseren .{Hand
"'habung;auf eln vorhenges Transparentmachen verzu,htet

j Chromalog., 10 (x963)?rgo 04
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-Auffallend ist, dass Literaturangaben vorhanden sind, die trotz direkter Photo-
metrie der. Flecken dem Lambert-Beer'schen Gesetz fiir einen bestimmten Bereich
Giiltigkeit zuschreiben, obgleich Extinktionsschreiber bei nicht monochromatischem
Licht normalerweise immer Kurven mlt mehr oder wemger starker Krummung

cm?
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. - Konzentrotion

Fig. 2. Bezichung zwischen planimetrierter Extinktionsfliche und Glukose-IKonzentration nach
© Anfidrbung mit Silbernitrat.

liefern. Ihr Verlauf ist abhingig vom verwendeten Filter, der benutzten Lichtquelle
sowie von der Extinktionskurve des verwendeten Farbstoffs. WALLENFELs und
Mitarbeiterl® photometrierten Silberflecken mit monochromatischem Licht und auf
transparentem Papier. Sie fanden dann eine Linearitit 7w1schen Extinktionsfliche
und Konzentration bis zu 25 ug. :

Bei direkter Photometrie des Fa.rbﬁeckens auf dem Papler hat das Lambert-
Beer’sche Gesetz unter Verwendung von nicht monochromatischem Licht und nicht
transparent gemachtem Papier demnach keine Giiltigkeit. Trotzdem ist eine quan-
titative Auswertung der Flecken unter Beachtung der vorstehenden Ausfithrungen
moglich und liefert gute Ergebnisse, wenn ein Bereich gewdhlt wird, in dem die

8
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I‘Jg 3. Abh'mgxgkext der ]:xtmktxonsﬂache von' der Glukdsé-Konzentra.twn im ha.lbloganth-
*-"-mischen Koordinatensystem nach Anf%irbung mit Sllbemxtrat o
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‘Kurve moglichst  steil 'verlduft. Dies ist bei geringen Konzentrationen der Fall.
Glukoseflecken -bis zu 15 g sind fiir eine quantitative Auswertung brauchbar. ‘Bei
hoheren. Konzentrationen verlaufen die ‘Kurven auch bei anderen Farbmethoden so
~ flach, dass‘der absolute Fehler grésser und die Bestlmmung ungenauer wird..

Wir fanden fiir die vorliegende Methode eine lineare Abhingigkeit von Ex-
tinktionsfliche und dem ILogarithmus der Konzentration (Fig. 3). Diese Propor-
tionalitdt ist in der Literatur bereits fiir andere in der Zuckerchromatographie
verwendete Farbstoffe angegeben worden2% 22, Auch mit Hilfe dieser Darstellung ist
durch Interpolation eine quantitative Bestimmung méglich.

HYDROLYSE VON GLYKOGEN UND WEITERE PRAPARATION ZUR CHROMATOGRAPHIE

Glykogen zerfillt nach saurer Hydrolyse iiber Dextrine und Maltose in Glukosc,
die dann, wie beschrieben, ermittelt werden kann. Wir strebten eine moglichst opti-
male Hydrolyse des Glykogens an und haben deshalb zunichst die Wirkung der
die Spaltung beeinflussenden Faktoren gepriift. Zur Hydrolyse benutzten wir Salz-
sdure, da sie sich leichter entfernen lisst als beispielsweise Schwefelsdure. 1 NV Salz-
siure ergab wihrend einer Zeitdauer von 15 Stunden die héchste Glukoseausbeute.
Zum Vergleich fithrten wir Versuche mit 1/10, 1/2, 1 und 2' N Salzsiure durch.
Weiterhin war der Einfluss der ‘Temperatur zu priifen. Bekanntlich hat die
Tempemtur einen betrachthchen Einfluss auf den Hydrolyseverlauf. Nach Fig. 4

%
100

hadi i g —gegran

60

" Hydrolyse

LIEUIN YRR T Mauh i JRNNNL JURSR ML S 3

6o}
sof

20 o

%6 %0 76 35 80 96 rba c
: : : Temperatur -
I‘xg 4 l‘mﬁuss auf die Hydrolyse und Zersetzung von' Glykogen mit 1. N Salzsiurc; Dauer:
. 15 Stunden; Werte papierchromatographisch ermittelt. oo

liegt das Optimum unter unseren Bedingungen 7wischen 70 und 80°. Berelts bei. 90

-tritt eine leichte Verfirbung des Hydrolysats ein, die auf eine schon emgetretene‘
Zerstérung von Glukose hindeutet. Wir fithrten unsere Hydrolysen deshalb bei einer
*. konstanten Temperatur von 75° im zugeschmolzenen Réhrchen durch. Wie chroma-
- tographisch nachgewiesen werden konnte, wurde unter diesen Bedingungen eine
nahezu vollstindige Spaltung des Glykogens in Glukose erreicht, Zw1schenproduk ie
waren nicht mehr nachweisbar (vgl. Fig. 1). p : -
, “Vor der Chromatographie ist es notwendig, die Siure weltgehend zu entfernen. '
. Auch Salzsiure zersetzt beim Auftragen ‘der Losung das Filtrierpapier. Eine ein-
" fache Neutralisation lieferte uns: quantitativ schlecht auswertbare Flecken. Die bei,

Verwendung von Schwefelsiure gewohnhch durchgefiihrte Entfernung der Sulfat-

._1onen mlttels Bamumhvdroxyd“ 0 st aufwendlg und b1rgt I‘ehlermogllchkelten

j Chromatog ., IO (1963) 190—204.‘



QUANTITATIVE GLYKOGEN- UND ZUCKERBESTIMMUNG 197

in sich. Die von uns benutzte Salzsiure konnten wir bequem entfernen, wenn unter
- wiederholtem Hinzufiigen von wenig Wasser mittels eines Vakuum- Rotatxonsver-f‘
dampfers®! etwa dreimal bis zur Trockne eingeengt wurde. Danach liess sich eine
- einwandfreie Chromatographie der Glukose durchfiithren.

FEHLERMOGLICHKEITEN UND IHRE BERECHNUNG
H ydrolysefehler

. Zur Abschitzung des durch die Hydrolyse bedingten Fehlers wurden vier Glykogen-
proben bei. 80° an verschiedenen Tagen hydrolysiert. Nach Entfernung der Saure _
wurden auf einen Chromatogrammbogen (30 X 30 cm?) je zweimal nebeneinander von
jedem. Hydrolysat 8 ug aufgetragen und chromatographiert. Dies wurde achtmal
wiederholt. Nach Photometrie der Silberflecken und Planimetrie der Kurvenﬂachen
~wurde fiir jedes Hydrolysat und Chromatogramm der Index a/b ermittelt und eine

Fehlerberechnung durchgefiihrt (Tabelle I). |

TABELLE 1

BERECHNUNG DES GESAMTFEHLERS OHNE BERUCKSICHTIGUNG DES HYDROLYSEFEHLERS
(GLYI\OGDNHYDROLYSA’I‘L) ‘

., Indices

Chrom, Nr,
I 2 3 4
1 0.942 . 0,965 _ —
2 1.000 I.001 1.005 0.927
3 ' 0.040 » I.046 “0.998 0.988
4 0.930 ., 0.962 0.967 0.947
5 ©0.940 0.965 1.060 1.049 .
6 1.058 0.973 " 1,043 ‘0,963
7 1.030 I.012 0.975 1,036
8 1.000 0.998 1.032 I,ITL.

Mittlere Fchler 140019 . 140.0II I40.014  I40.025 _

. 9%-Fehler ' +19 +I.x == T.4 4+ 2.0
Maximale .
Abweichung (%) —4.2 —2.6 2.9 +5.3

.Tabelle I zeigt die Reproduzierbarkeit -des chromatographischen Vorgangs
 (Auftrage-, Anfirbe-, Photometrier- und Planimetrierfehler) ohne dabei den auf die
Hydrolyse entfallenden Fehler zu beriicksichtigen. Da auf jedem' Chromatogramm
fiir diesen Zweck nur zwei verglelchbaxe Flecken vorhanden sind, war es notwendig;
die Indices zu berechnen, um den Fehler, der durch Verwendung von mehreren
Chromatogrammen entsteht, auszuschalten: und. dann iiber - das Chroma.togramm ‘.
hinaus Verglelche vornehmen zu kénnen. Ausserdem sind die einzelnen Extinktions-
fiichen eines Hydrolysats der verschiedenen Chromatogramme insofern: nicht ver-{_
gleichbar, da die Empfindlichkeit des Chromatometers jeweils so reguliert wurde,
dass etwa. gleich grosse Extinktionsflichen erhalten wurden. Die Berechnung érgab
emen Maxlmalfehler von i 4—5%, der grosste errechnete mlttlere Fehler betrug”‘

J. Chromatog., 10 (1963) 1901-—‘#04;?;



198 G. H. SCHMIDT, H. BRUNNERT

TABELLE

BERECHNUNG DES GESAMTFEHLERS'

>

‘ Hydrolysate Hydrolysate 4 —r b “m
Chrom. N»,
I 2 3 4

r 2 3 4 0

a b a b a b 12 b \

- 35.3 37.5  37.2 38.6 36.9 — — — 364 379 369 —
1T 40.5 40.5 40.0 39.9 38.2 38.0 35.3 38.1 40.5 40.0 38.1 36.7.,--‘;,‘
I 38.x  39.5 39.2 37-5 39.3 39.4 36.1 36.5 388 38.4 39.3 363
.+ IV 40,0  43.0. = 42.8 44.5 41.3 42.7 = 39.6 41.9  4I.5 43.5 42.0 40.8 .,
V.. .39.2  41L.7 40,2  41.6 43.6 41.2 36.5 34.8 404 409 424 3577
- VI 374 35.3 36.0 37.0 38.8 37.2 36.0 374 36,4 365 38.0 36.7°
- VII 40.2 39.0 - 30.3 38.8 = 30.8 40.9 42.1 40.6 39.6  39.1 40.3 4I.3 .

VIII 38.6 38.6 39.8 39.9 41.3 40.0 41.6 37.4 38.6 390.8 ‘40.6 ‘39.5‘_:::';

Wird der Hydrolysefehler mit in die Berechnungen einbezogen, wie in Tabelle II, Y
so ist zu fordern, dass der Gesamtfehler sich erhsht, wenn durch die zu verschiedenen
Zeiten durchgefithrte Hydrolyse der Fehler vergrossert wird. Nach Tabelle IT betrédgt
die maximale Abweichung (Mittelwert) einschliesslich der Hydrolyse etwa -+ 4 %
.und ist damit nicht héher als bei de® in Tabelle I gezeigten Berechnungsweise. Der
durch Hydrolyse verursachte Fehler liegt also innerhalb des gesamten Chromato-
graphierfehlers, Er fillt praktlsch nicht ins Gewicht und ist zu vernachlissigen.

‘Dies bedeutet, dass die Herstellung einer geexchten Vergleichslésung unter den an-
gegebenen Hydrolysebedmgungen geniigt.

Auftragefehler

Der durch das Auftragen der Substanz auf das Papier entstehende Fehler ist stark
‘abhingig von der Konzentration der verwendeten Lésung. Bei Verwendung einer
zu konzentrierten Losung ist die aufzutragende Menge zu gering und der Fehler
wird vergréssert. Bei stark verdiinnten Lésungen wird die Auftrage7e1t iibermissig
lang. Wir benutzten o.1 %ige Glykogen- bzw. Glukoselésungen.

Auch die zum Auftragen verwendete Pipette ist fiir die Fehlerentstehung von
grosser Wichtigkeit. Wir erzielten unter Verwendung moghchst ein und derselben
Elphor-Pipette die grosste Reproduzierbarkeit. Eine Agh—Sprltze war wegen ihres
relatlv grossen temperaturemphndllchen Vo]umens wemger geelgnet

Anfarbefahler

'Um- diesen Fehler moghchst medrlg zu halten, ist ein /welmahges glelchmassuges
Besprithen des Chromatogramms mit alkoholischer Natronlauge erforderlich, damit
-die Reaktion der Glukose mit dem Sllbermtrat vollstandlg erfo]gt Jedoch dur:fte gerade
, dleser ].“ehler sehr germg zu halten sein. '

‘Pkotometrwrfehler

“Wihrend sich: die beiden. vorstehenden Fehler mcht ohne welteres quantltatw er-
‘,if'lssen lassen ist dles bei der Photometrle leicht zu erreichen. Da es nlcht moghch ist,

J- Qr‘womatog.. 10 (1963) I9o-204 = ..
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L’Qz‘zuscuumssucn HYDROLYSEFEHLER
Abweichung von M ‘ Abweichungen (%)
Mt’ticlwcrg N
I 2 3 o4 T 2 2 4
37.1 —0.7 4+ 0.8 —0,2 —_— —I.9 +2.15 ——0.54 —_
-38.8 + 1.7 +1.2 —0.7 —2.1 <+ 4.38 -+ 3.09 —1,81 — 5.41
:38.45 4+ 0.35 —0.05 - 0.85 —2.15 +1.0L —o0.15 -+ 2.46 — 6.23
41.95 —0.45 +1.55 -4 0.05 —1.15 ~—1I1.07 + 3.70 +o0.12 — 0.74
39.85 +o0.55 + 1.05 + 2.55 —4.15 -+ 1.38 -+ 2.64 + 6.40 —10.4
136.9 -—0.5 —0.4 —+I.I -—0.2 —1I1.35 —1.08 -+ 2.08 — . 0.54
'40.1 —0.5 —1I.0 ~+ 0.2 4 1.2 —1.24 —2.49 + 4.98. . 4 2.99
.39.6 —1TI.0 +o0.2 -+ 1.0 —o0.1 —2,52 - 5.05 +2.52 — 0.25
f’Ma,ximalabweichung: . —1.86 +2.54 +2.72 — 4.08

'melu als einen I lecken glelch7elt1g zu photometrleren, koénnte der 7e1thch verscho-

bene Messvorgang beim Vergleich mehrerer Flecken Fehler verursachen, wenn sich
die Empfindlichkeit des Apparates mit der Zeit findert. Es wurde deshalb ein und
derselbe Fleck innerhalb einer Stunde und tiiber einen Arbeitstag hlnweg ]ewells‘
a(.htmal gemessen. Das Ergebnis war:

Photometrierfehler bei Messdauer von 1 Stunde ‘»:f; 0.68 9%,
Photometrierfehler bei Messdauer von 8 Stunden 4 0.769%,
. L - davon Planimetrierfehler ‘ + 0.229,

Der mittlere Photometrierfehler einschliesslich Planimetrierfehler betrigt 'etw‘a
1/3 bis 1/2 des mittleren Gesamtfehlers. Es ist giinstig, Flecken, die miteinander ver-
glichen werden sollen, nach Méglichkeit nacheinander zu photometrieren. Die von
uns eingestellte Arbeitsweise des Photometers erlaubte, etwa acht Flecken in einer
Stunde durchzumessen. :

Gesamtfahler bez-Bmmtzmig verschiedener Zuckermengen :
In diesen Versuchen sollte die Frage gepriift werden, ob die aufgetragene Zucker-

‘mengen einen Einfluss auf den Gesamtfehler hat. Zu diesem Zwecke wurden von

einer Probe hydrolysierten Glykogens verschiedene Mengen von 3, 6, g und 12 ug
auf ein Chromatogramm wie in Fig. 1 aufgetragen. Dies wurde auf elf verschiedenen
Chromatogrammbdégen wiederholt, die nach verschiedenen Ges1chtspunkten aus-
gewertet wurden. In Tabelle III wurden zur Erméglichung eines Vergleichs iber die
einzelnen Chromatogrammbégen hinweg wiederun von den als Test- und Eich-
flecken bezeichneten Spots glelcher Kon7entratlon dle Indlces geblldet und : die
mittlere Abwelchung berechnet., ‘ : AN

Nach Tabelle III ist der mittlere Fehler be1 kleineren Auftragemengen etwas
héher als bei grésseren. Dies ist wohl darauf zuriickzufithren, dass der durch die
Festlegung der Grundlinie nach der Photometrie entstehende Fehler bei” kleineren
Extinktionskurven stirker ins Gewicht fillt als bei groqseren Die beste Reproduzler-
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barkeit wird demnach zwischen Auftragemengen von 8-12 ug erreicht, obgleich sich
in diesem Bereich bereits ein deutlicher Abfall der Extinktionskurve bemerkbar-
macht (Fig. 3). Es wurde in diesem Bereich ein maximaler mittlerer Fehler von --
2.6 %, gefunden.

' ‘ TABELLE III

VERGLEICH DER MITTLEREN ABWEICHUNGEN BEI VERWENDUNG VERSCHIEDENER KONZENTRATIONEN
EINER HYDROLYSIERTEN GLYKOGENPROBE

Indices Eichfleck|Testfleck fiir

Chirom. N».

: 3 ne 6 ug 918 12 pg
Gly I 1.13 1.03 1.00 0.83
Gly 11 1.16 1.27 0.89 I.01
Gly III 0.84 0.92 0.94 0.98
Gly IV I.09 0.88 0.99 1.02
Gly V .02 1.07 0.98 1.04
Gly VI 0.95 0.93 ©0.99 0.94
Gly VII 1.15 1.01 . 0.87 0.99
Gly VIII 0.99 0.85 1.08 0.99
Gly IX 1.13 1.33 1.00 1.02

- Gly X , 0.95 1.04 0.94 0.91
Gly XI 1.05 1.15 0.85 ‘ 1.08
Mittlere :

"~ Abweichung 1 4+ 0.036 I 4 0.049 1 -+ 0.026 I 4 0.018
%-Fehler -+ 3.6 + 4.9 + 2.6 ‘ + 1.8

-~ Um zu priifen, wie gross die mittlere Abweichung bei Verwendung verschiedener
‘Konzentrationen ist, wenn jeweils zwei Chromatogramme mit je acht Flecken ver-
glichen werden, wurde jedes Chromatogramm, dass zur Ermittlung der in Tabelle I1I
eingetragenen Indices verwendet wurde, mit jedem anderen kombiniert und fiir
die jeweils erhaltenen 8 Indices die mittlere Abweichung errechnet. Man erhélt dann
55 Werte, deren arithmetisches Mittel nach Tabelle IV bei 4+ 4.3 % Abwelchung liegt.

TABELLE v

'MITTLERE FEHLER NACH KOMBINATION ALLER VERFUGBAREN CHROMATOGRAMME; ERRECHNUNG
DES ARITHMETISCHEN MITTELWERTES UND DER MITTLEREN ABWEICHUNG

GlyI Gly I1 Gly1I1! Gly IV GlyvV GlyvI GlvVIil GlyVIII GlvIX Gly X

Gly 11 © 0.0543 — — —_ —_— —_
GlyIII == o0.0402: 0.0512 ~— L — _— —
"GlyIV  0.0372 0.0488 o0.0324 — — —_
GlyV ' "0,0332 0.0459 0.0278 ‘0.0233 — —_
"GlyVI... .0.0342 . 0.0466 0.0286 0.0245 o0.0180 — :
Gly VII. | ..0.042I  0.0518 0.0367 0.0332 0.0206 0.0300
GlyVI]I '0.0387 ' 0.0499 0.0341 0©0.0320 0.0255 0.0266 0©0.0351
GlyIX ' 0.0568 '0.0650 0.0538 0.0516 0.0488 0.0495 0.0544 0.0526 ‘
Gly X 0.0356  0.0476 0.0310 0.0363 0.0230 0.021I8 0.0315 0.0283 0.0503

LEEETTT

IREER RN

[=]
*]
w
O -
8]

Gly XI ’0.0437‘ ’0.0543 0.0406 0.0370 0.0330 0.0339 0.0408 0.0385 0.0566
k‘Arxthmetlschqs Mlttel a.us 5 5 Werten . 6.0432
- \ Mlttlere Abwezchung +o0.0017
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Nach Tabelle IV liegen 2/3 aller fiir je 8 Indices berechneten mittleren Abwei-
chungen zwischen -+ 4.15—4.49 %. Die Methode ist also in den meisten Fillen mit
einem Fehler von - 4—4.5 % belastet. Bei Addition aller Fehler wird die Repro-
duzierbarkeit bis auf 4 6.5 % erhoht; im giinstigsten Falle wurde ein Fehler von
1.8 % ermittelt. Eine Verringerung des Fehlers kann durch Verwendung giinstiger
Konzentrationen und durch Eliminierung schlecht auswertbarer Flecken bzw.
stark abweichender Indices erfolgen, was in Tabelle IV nicht geschehen ist.

VERGLEICH GLEICHER MENGEN GLUKOSLE UND GLYKOGEN AUF DEM CHROMATOGRAMM
SOWIE ERMITTLUNG DES W: \HREND DER HYDROLYSE 7ERS‘TORTEN A\ITEILS '

De1 Vergleich einer bestlmmten Glukosemenge m1t dem nach Hydrolyse aus einer
gravimetrisch gleichen Glykogen- oder anderen Polysaccharidmenge entstandenen
Glukoseanteil erschien insofern: interessant, da hierdurch die Méglichkeit ‘gegeben
wird, mit Hilfe eines ermittelten Faktors Glukosemengen in Glykogen umzurechnen
und diese neben Polysaccharidmengen relativ leicht ohne Abtrennung zu bestimmen.
Der wihrend der Siureeinwirkung verlustig gehende Glukoseanteil ist be1 der Be-
rechnung entsprechend zu beriicksichtigen. . : .

- Zur ‘Ermittlung des Umrechnungsfaktors wurden mehrere Chromatogramme
angefertigt, auf denen Glukose mit hydrolysiertem Glykogen verglichen ' wird.
.Zur Bestimmung der wihrend der Hydrolyse durch Sauree1nw1rkung auftretenden
Verluste an Glukose wurde reine Glukose unter gleichen- Temperaturbedmgungen
(75°) mit N-Salzsiure iiber 15 Stunden behandelt und dann papierchromatographisch
mit einer unbehandelten Glukoseprobe gleicher Konzentration verglichen. Da. die
zeitliche Hydrolyse. des Glykogens asymptotisch verliuft und anfangs die grosste
Spaltung -auftritt, scheint uns dieser Vergleich bei einer Hydrolysedauer von 15
Stunden gerechtfertigt zu sein. Unter Beriicksichtigung der Hydrolyse bei der
Siaurebehandlung des Glykogens wird in diesen Fillen die Zerstérung noch etwas
geringer anzunehmen sein als bei der hier zum Vergleich herangezogenen mit Siure
behandelten Glukose. ALBERS UND FREISKORN!7 fanden bei der Schwefelsdurehy-
drolyse bei einer Versuchstemperatur von roo® einen Verlust von 8 %, Glukose.

Nach Literaturangaben3? entspricht 1 g Glukose 0.925 g Glykogen. Nach Hy-
drolyse entsteht demnach aus 1 g Leberglykogen 1.081 g Glukose, wenn die Hydrolyse
vollstindig ist und keine Verluste an entstandener Glukose auftreten. Unter Be-
riicksichtigung’ der mcthodischen Fehlergrenzen von -- 4.5 % war unter unseren
Hydrolysebedingungen kein Glukoseverlust feststellbar. Damit diirften unsere Hy-
drolysebedingungen schonender sein: als die von ALBERS UND FREISKORNY?. Jedoch
war andererseits die Hydrolyse nicht vollstindig, da wir aus unseren Glukoseproben
nach ‘Hydrolyse immer etwas weniger Glukose erhlelten als’ dem Umrechnungs-
faktor entcprxcht ‘ '

Glykogen (Merck) I g ergibt
.. Glukose, theoretisch 1081 g
" Glukose, gefunden 1.033 g (1\/11ttel aus 4 Emwaagen

nach IIvdrolyse

er fanden demna.ch fiir unsere Methode einen Umrechnungsfaktor von o. 968:
Es werden unter unseren Bedingungen etwa 4.5 % Glykogen nicht erfasst. Eine voll-
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stindigere Spaltung ohne merkliche 7erstorung kénnte durch eine Erhéhung der
Hyvdrolysezeit erreicht werden.

METHODISCHE AUSFUHRUNGEN

Hydrolyse wnd Entfernung der Siure

Jeweils genau 25 mg Glykogen der Firma Merck, Darmstadt (mit 7-8 % H,0)
wurden direkt in die zur Hydrolyse verwendeten kleinen Reagensgliser (ca. 10 ml)
eingewogen, mit 1 ml N-Salzsiure versetzt und zugeschmolzen. Die nun folgende
Hydrolyse erfolgte in einem Thermostaten bei 75° + 1° iiber 15 Stunden. Danach
wurde das Hydrolysierréhrchen in einem 50 ml Schliffrundkolben (NS 14.5 mm) zer-
brochen und die am Kolbenhals hingengebliebenen Glas- und Substanzreste mit
einigen ml destilliertem Wasser in den Kolben gespiilt. Mittels eines Vakuum-Ro-
tationsverdampfers wurde bis zur Trockne eingedampft. Zur méglichst weitgehenden
Entfernung der Salzsiure wurde dann der Riickstand im Kolben noch zweimal mit
cinigen ml destilliertem Wasser aufgenommen und dieses wiederum, wie vorher,
abgedampft. Der verbliebene Riickstand wurde nun in genau 25 ml destilliertem
Wasser gelost und dlese Losung zur Chromatographie verwendet.

C Izromatograjblnc

Wir verwendeten Papier der Firma Schlelcher & Schiill zo43b Mgl, Format 30 X
30 cm?. Auf einer Startlinie wurden in Abstianden von 3.5 cm acht Flecken pro Chro-
matogrammbogen mit einer Elphor-Pipette in Konzentrationen von 2—12 ug, besser
8-12 ug aufgetragen. Zur Erreichung einer moglichst grossen rdumlichen Nédhe
- wurden bei Vergleichen Test- und Eichfleck jeweils nebeneinander aufgetragen.
Absteigendes Durchlaufchromatogramm; Laufmittel: Athylacetat-Pyridin-Wasser,
40:11:6. Nach einer Wanderung der Glukose von 10-15 cm auf dem Papier (Laufzeit
ist stark von der Papierserie abhingig: 6—-15 Stunden) wurde das Chromatogramm
zur Entfernung des Laufmittels bei ca. 25° getrocknet.

Anfirbung
Die trockenen Chromatogramme werden mdéglichst gleichmissig durch das in einer
flachen Schale sich befindende Silbernitrat-Reagens (1.5 ml einer nahezu gesittigten
wissrigen - Silbernitrat-Lésung in oo ml Aceton geben, dann eben so viel Wasser
hinzutun, bis der entstandene Niederschlag sich gerade 16st) gezogen und dann bei
Zimmertemperatur im Abzug wiederum voéllig getrocknet. Bei ungleichméssigem
und ruckartigem Durchziehen der Chromatogramme durch das Silbernitrat-Reagens.
ergeben sich helle Streifen, die, wenn sie tiber die Zuckerflecken zu liegen kommen,
- zu Verfilschungen der Extinktionswerte fithren. Nach ca. 10 Min. wird das Chromato-
- gramm mit alkoholischer NaOH (10 g NaOH in mdéglichst wenig H,O l6sen und dann
auf 500 ml mit g5 %igem Athanol auffiillen) beidseitig gleichméssig 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 fiir die Photographie verwende-
_tes Fixierbad gelegt. Nach Entfirbung des Untergrundes (ca. 5-10 Min: im frischen
Fixierbad) sowie Entfernung des iiberschiissigen AgNO, gelangt es in ein fliessendes.
Wasserbad zur einstiindigen Wisserung; anschliessend Trocknung bei etwa 40°:

J. Chromatog., 10 (1963) 190-204.
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Photometrie

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 Grundlinie wese‘ntlichv erleichtert. Nach planimetrischer
Ermittlung der Kurvenflichen wurden diese in einer graphischen Darstellung in
Beziehung zur Konzentration gesetzt. Anhand der erhaltenen Kurve kann der Gluko-
se- bzw. Glykogengehalt unter Beachtung der oben erwahnten Bedmgungen gra-
phisch ermittelt werden.

Die Methode ist selbstverstindlich auch zur Bestimmung anderer redu71erender
Z ucker anwendbar.

ZUSAMMEN FASSUNG

Nach eingehender Besprechung der im Schrifttum vorhandenen quantitativen pap1er-
chromatographischen Verfahren zur Zuckerbestimmung = wird eine modifizierte
Methode zur Glykogen- und Glukosebestlmmung ‘mitgeteilt. Durch abstelgende
Durchlaufchromatographie (Laufmlttel Athylacetat—Pyrldln—Wasser, 40:11: 6) und
Anfirbung mit Silbernitrat-Lésung in- Aceton/alkoholischer N atronlauge sowie an-
schliessende Entfirbung in Fixiersalz werden gut auswertbare Silberflecken erhalten.

Die quantitative Bestimmung erfolgte durch direkte Photometrie auf dem Papier
und Planimetrie der erhaltenen Extinktionsflichen. Es besteht eine lineare Abhingig-
keit zwischen der Extinktionsfliche und dem Logarithmus der Konzentration. Das
Glykogen wurde vorher mit Salzsiure hydrolysiert. Der optimalste Hydrolysegrad
wurde mit 1 N Salzsdure nach einer Zeitdauer von 15 Stunden bei 75° erreicht.

Reproduzwrbarkelt der Methode: Maximalabweichung - 6.5 %, mittlere Abweichung
4 4—4.5 %. Die Reproduzierbarkeit kann durch Eliminierung schlecht auawertbarel

Chromatogramme erhéht werden. ‘

SUMMARY

Earlier work dealing with the quantitative determination of sugars by paper chroma-

‘tography 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, 40:11:6), the spots were detected

by dipping the chromatograms into an acetone solution of silver nitrate and spraying
them twice with sodium hydroxide 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 den51tograp11 Glycogen was treated
with hydrochloric acid before estimation. Hydrolysis could be carried out best with
1 N hydrochloric acid for 15 h at 75°. For the quantitative estimation the curves
- were measured with a planimeter. A linear relation was found between extinction

* area and the log of the concentration. Reproducibility of the method: maximum
deviation -4 6.5 9%, standard deviation + 4—4.5%. The reproducibility can be in-
creased by eliminating the chromatograms that are difficult to evaluate.

J. Chromatog., 10 (1963) 190—204
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