602 NOTES

The Rp values in various solvent systems composed of halogenated hydro-
carbons or benzene with the addition of alcohol, an ester or ether are listed in Tables 1
and II. Substitution of the estratrien, 4%-androstene and A4%-pregnene nucleus in-
fluences the Ry values in the usual manner as seen in adsorption chromatography
on alumina. In estrogens, the mohilily is decreased by the functional groups in the
sequence: 16-ketone << 168-hydroxyl < 6a-hydroxyl < 16a-hydroxyl and in the
3f-hydroxy-A48-steroids: A?-double bond < 17a-hydroxyl < 16a-hydroxyl < 2z
hydroxyl < 7-ketone < 7a-hydroxyl.
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Diinnschichtchromatographie von Aminozuckern auf Cel .ulosepulver

In den letzten Jahren wurden einige Verfahren zur Ditinnschichtchromato-
graphie von Zuckern bekannt. Wé&hrend hierbei zunidchst anorganische Schichten
wie Kieselgel oder Kieselguhr! Verwendung fanden, wurde Cellulosepulver erstmals
von SCHWEIGER? zur Trennung von Monosacchariden eingefiihrt. Nach diesen
Ergebnissen schien es moglich, auch substituierte Zucker wie Glucosamin und
Galactosamin und deren Acetylderivate auf Celluloseschichten zu trennen. In der
vorliegenden Mitteilung wird iiber Versuche hierzu berichtet.

Die Platten wurden in bekannter Weise? mit dem Streichgerit der Fa. Desaga
(Heidelberg) mit Cellulosepulver MN 300 der Fa. Macherey und Nagel (Diiren,
Deutschland) beschichtet (Schichtdicke 0.25 mm). Folgende Laufmittelgemische

hatten sich bewédhrt:

I. Butanol-Athanol-Isopropanol-Ammoniak-Wasser (2:4:0.5:0.5:1.5)
II. Pyridin-Athylacetat-Eisessig—Wasser (5:5:1:3)
IIT. Athanol-Pentanol-Ammoniak-Wasser (8:2:2:1)
IV. Athylacetat—Pyridin-Tetrahydrofuran—Wasser (7:3:2:2)
V. Athylacetat-Isopropanol-Pyridin-Wasser (7:3:2:2)

Gemische IV und V wurden bei Celluloseschichten angewandt, die mit
Boratpuffer von pH = 8.0 (0.2 M Borsédure, 0.05 M NaCl und o0.05 M Borax =
Na,B,0;-10 H,0) bespriiht worden waren. Die Entwicklung der Chromatogramme =
dauerte etwa 2-3 Std. Eine Trennung von Glucosamin, Galactosamin, N-Acetyl- «
glucosamin und N-Acety]galactosamm war in Systemen I, II und IV madoglich

(Tabelle I).
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TABELLE 1 -

VERGLEICH DER RG-\‘VERTE' IN VERSCHIEDENEN LAUFMITTELGEMISCHEN UND DER FARBI‘;ACH--
WEISE .

Substanz R im Lawfmittel Fdrbung im Fdrbung Nachweisgrenze
TBS-Test*™ im U.V.- (ug)
I 17 v Licht -
T'BS Nin-

hydrin
Glucosamin 1.00 1.00 1.00 gelb-orange gelb 5 0.5
Galactosamin 0.91 0.83 0.88 hellbraun griin 5 0.5
N-Acetylglucosamin 1.28 1.62 1.82 karminrot rosa 3 —
N-Acetylgalactosamin 1.24 1.53 1.70 karminrot rot 3 —_

Strecke in cin der Substanz

* —
ftg = Strecke in e¢m von Glucosamin
** TBS-Test = Thiobarbitursiuretest (siehe Text).

nach zweimaligem Lauf.

Wihrend sich Glucosamin und Galactosamin in den Systemen I und II von-
einander trennen lassen, konnte bei der Trennung der acetylierten Verbindungen die
Fdhigkeit von Galactose zur Bildung von Boratkomplexen ausgenutzt werden.

Hierbei wurden die Platten vor dem Auftragen der Substanzen mit Borat-
puffer bespriiht, getrocknet und nach zweimaligem Lauf (je 3 Std.) erhielt man im.
System V die Rg-Werte in Tabelle I1.

Die Zugabe von Flavognost (Diphenylborsidure-dthanolamin3, Heyl, Hildes-
heim) zum Laufmittel hatte nur einen geringen Einfluss auf die Rg-Werte, die
Flecke waren jedoch etwas kompakter. Die Trennung der N-Acetylderivate zeigt

TABELLE 1I
Rg-WERTE 1M SYSTEM V (MIT BORATPUFFER)

Substanz Re-~-Wert

Glucosamin 1.00
N-Acetylglucosamin 2.95
N-Acetylgalactosamin 1.65

Fig. 1. Um eine Trennung aller vier Aminozucker gleichzeitig zu erreichen, wurde
zweidimensional chromatographiert: zuerst im System II oder ITI, dann im System
IV oder V. Nach zweimaligem Lauf im System IT oder III firbt man einen Kontroll-
streifen auf einer Seite der Platte an (siehe unten), bespriiht danach bei Anwesenheit
eines Fleckes in Héhe der N-Acetylverbindungen die Platte mit Boratpuffer. Nach
weiterem zweimaligem Lauf im System IV oder V ergibt sich das in Fig. 2 und Fig. 3
dargestellte Bild. Die beste Trennung wird erzielt, wenn man die Platte vor dem
ersten Lauf in jeder Richtung in der Kammer sédttigen lidsst.

Beim Nachweis der Aminozucker kénnen entweder die Ninhydrinreaktion bei
den nichtacetylierten Verbindungen oder der ELsoON-MORGAN Test* bei den vier
oben erwidhnten Aminozuckern auf dem Cellulosepulver MN 300 A und der Thio-
barbitursduretest® auf dem Cellulosepulver MN 300 angewandt werden. Bei dem
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Fig. 1. 1 = Glucosamin; 2 = Galactosamin; 3 = N-Acetylglucosamin; 4 = N-Acetylgalactos-
amin; 5 = Mischung.

Cellulosepulver MN 300 A handelt es sich um ein von der Firma Macherey und Nagel
(Diiren, Deutschland) vorbehandeltes Cellulosepulver MN 300. Diese Vorbehandlung
hat eine Herabsetzung der Alktivitidt zur Folge. Das Auftreten der charakteristischen
Farbe beim ErLsoN-MoRGAN Test wird auf dem Pulver MN 300 verhindert.

Die Anfarbung mit Hilfe des Thiobarbitursiduretestes® wurde folgendermassen
durchgefiihrt. Die Schichten wuiden nach dem Trocknen mit einer Lésung von 0.1 M
Perjodsdure in Aceton (x.9 g HJO, in 10 ml H,0, davon 1 ml + 19 ml Aceton),
10 Min. spédter mit einer Loésung von 3.5 %igem NaAsO, in 1 IV HCI bespriiht: Die
braune Jodausscheidung verschwindet bei erneutem Besprithen. Nach 2z Min. wird
die noch feuchte Platte mit einer 0.6 %igen alkoholischen Ltisting von Thiobarbitur-
séiure behandelt und 5 Min. bei go° getrocknet.

Die beschriebene Methode weist einige Vorteile gegeniiber der chromato-
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Fig. 2. 1 = Glucosamin; 2 = Galactosamin; 3 = N-Acetylglucosamin; 4 = N-Acetylgalactos-
amin. 1. Richtung: System III; 2. Richtung: System 1V,
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F ig. 3 1= Glucosamm 2 = Ga.lactosamm (2a == f1ele Base); 3 = N-Acetylglucosa.mm = N-
Acetylgalactosamin. 1. Rxchtung System II; 2. Richtung: System IV. Anfirbung im TBS-Test
Glucosamin = Dbraun; Galactosamin = hellblau, N-Acetyl-Verbmdungen = rot.

graphischen Trennung von Aminozuckern auf Papier auf. Wihrend bei den bisherigen
Verfahren Entwicklungszeiten von 24 Std. und mehr in Kauf genommen werden
mussten%?, kann man auf der Cellulosediinnschicht eine Trennung in 4~6 Std. (bei
zweidimensionaler Chromatographie in 6-8 Std.) erreichen. Auf Grund der kurzen
Laufzeit treten Diffusionseffekte weniger stark in Erscheinung, es ergibt sich eine
hohere Trennschirfe und endlich konnten durch die Auswahl der Laufmittel die bei
Aminozuckern hédufig auftretenden stérenden Schwanzbildungen vermieden werdens,
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