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QUANTITATIVE DUNNSCI—_IICHTCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE
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(Eingegangen am 19. Qktober 1981; geinderte Fassung eingegangen am 25. Februar 1982)

SUMMARY

Quantitative thin-layer chromatographic analysis of sugars, sugar acids and
polyvalcohols

The possibilities of quantitative in situe fluorimetric analysis of sugars and diols
are described with several examples.

For the chromatographic separation, high-performance thin-layer chromato-
graphic (HPTLC) plates or better still, HPTLC aluminium foils precoated with silica
gel 60 are used. An in situ reaction which is primarily restricted to silica gel layers 1s
used for the detection, which gives approximately similar fluorescence spectra with all
sugars, sugar alcohols, sugar acids and sugar compounds. Compared to the staining
methods which can be used on cellulose layers, this derivatisation is characterised by
a very high detection sensitivity in quantitative analysis. However, qualitative deter-
minations of unknown mixtures such as aldose-ketose or pentose-hexose differentia-
tions should be conducted by conventional staining methods.

Finally, an experiment is described, in which qualitative and semi-quantitative
determinations of oligosaccharide mixtures up to 9 times the glucose value are carried
out. The limits of HPTLC methods are exceeded, when satisfactory identification of
the individual components in the sample is not possible.

EINLEITUNG

Die quantitative Bestimmung von Zuckern (Zuckeraustauschstoffen)! beruht,
wenn man von enzymatischen Methoden>-? absieht, im wesentlichen auf zwei grund-
legend verschiedenen Analyseverfahren. .

Fiir die Analyse von Reinsubstanzen ist die polarimetrische Bestimmung so-
wohl beziiglich des Arbeitsaufwandes als auch der Genauigkeit optimal. Bei Mehr-
komponentengemischen nihert sich diese Methode jedoch sehr schnell der Grenze
ihrer Leistungsfahigkeit. So miissen z.B. bei einer 2-Komponenten-Mischung —von-
cinander abweichende Rotationsdispersion vorausgesetzt— Drehwinkelmessungen
bei zweir Wellenldngen 4; und 4, vorgenommen werden. Mit Hilfe dieser berechnet
man aus einem Gleichungssystemn mit zwei Unbekannten die Komponentenanteile.

Wesentlich rationeller isi bei Mehrkomponenten —bzw. unbekannten Gemi-
schen— die Anwendung eines Trennverfahrens. Aus dem Bereich der chromatogra-
phischen Techniken bieten sich an: (a) Gaschromatographie (GC). (b) Diinn-
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schichtichromatographie (TLC) und Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie
(HPTLC) und (c¢) Fliissiechromatographie (HPLC).

Die chemische Kounstitution der zu behandelnden Substanzen erlaubt nun bei
keinem Verfuhren eine restlos befriedigende direkte qualitative bzw. quantitative Ana-
lvse. Wiihrend bel der GC die Moglichkeit einer chromategraphischen Trennung
von ciner vorherigen chemischen Derivatisierung abhiingig ist, verlangen die fliissig-
chromatographischen Methoden mit Ausnahme der refraktometrischen Detektion
der Siiulenchromatographie bzw. HPLC entsprechende Nachweisreaktionen wiih-
rend bzw. nach der chromatographischen Trennung. Fiir die HPLC als eine Methode
relativ neucren Datums sind bisher nur wenig derartig realisierbare Reaktionen be-
Kannt. Weit umfangreicher sind die in der Literatur verdftentlichten. z.T. aus der
Papierchromatographie®® iibernommenen Arbeiten iiber TLC-in situ-Reaktio-
nen>® '3 In diesen Publikationen sind neben Anfiirbemethoden fiir cine visuelle Be-
urteilung weiterhin die verschiedensten Adsorbentien und Fliessmittelsysteme?®*71~
beschrieben. Durch eine geeignete Kombination dieser TLC-Parameter erreicht man
emne Selektivitit, die nahezu fur alle anstehenden qualitativen Zuckerprobleme ausrei-
chend ist.

Nicht ganz zufriedenstellend sind die meisten Anfirbemethoden hinsichtlich
einer quantitativen Aussagefihigkeit: So stellt bei der photometrischen Auswer-
tung'> durch Absorption eine des ofteren nicht zu vermeidende Fleckdeforma-
tion'? ! auch zwischen Vergleich und Probe eine systematische Fehlerquelle dar. Auf’

Fliessmittelfront

Auftragung

Fliessmittelfront

Glycerin

Sorbose ———
Fructose
Glucose ——

Mannit 7

Sorbit
Multqs%
Maltit

Auftragung——

Fig. 1. Gegeniibersteliung der Derivatisierung mit Fluoreszenznachweis und einer iiblichen Derivatisie-
rung mit Farbnachwels (@) Derivatisierung: in sifu-Reaktion. Tauchldsung: Naphthoresorciniésung, 0.2°,
in Athunol. 100 ml: Phosphorsiure (83°.) 10 ml. Nachbehandlung: 5-10 min. ca. 100 C. Nachweis:
Absorption im Sichibaren. (b} Derivatisierung: in siru-Reahtion Tauchldsung: s. Lit. 23-25. Nachweis:
Fluoreszenz,
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sie wird in der Literatur eingehend hingewiesen. Nicht selten zeigt des weiteren der
Plattenuntergrund nach der Aktivierung ein die quantitative. in situ-photometrische
Auswertung beeintriichtigendes. fleckenartiges Ausschen. Dagegen kennt man bei
Umsetzungen von Substanzen mit Reagenzien. die zu fluoreszierenden Verbindungen
fiihren. diese Effekte aligemein nicht. Da der fluoreszierende Nachweis>* sich ferner
durch niedrigere Nachweisgrenzen auszeichnet, sind Fluoreszenzreaktionen kolori-
metrischen Anfirbemethoden iiberlegen.

Eine solche Methode —sie wurde in der Literatur bereits vorgestelit>3>% —
wurde aufgegriffen. Kombiniert mit HPTLC-Techniken ergibt sie fiir alle Substanzen
die eine vicinale Diolgruppierung aufweisen ein vielen Bediirfnissen geniigendes
quantitatives Analyseverfahren.

Mit zwei Chromatogrammen (¥ig. 1) soll die erwiihnte fluorimetrische Deriva-
tisierung vorgestellt und einer Anfirbe-Derivatisierung einiger Zucker bei gleichen
chromatographischen Bedingungen gegeniibergestellt werden.

EINZELHEITEN DES VERFAHRENS

HPTLC-Schichten

HPTLC-Schichtmaterialien zeichnen sich gegeniiber den in der TLC verwen-
deten Materialien durch verbesserie Trenneigenschaften und Nachweisgrenzen. klei-
nere Trennzeiten und eine erhdhte Bahnkapazitit aus>®.

Aus dem Adsorbentiensortiment wurde Kieselgel 60 als Fertigplatten bzw.
Alufolien fir die chromatographischen Trennungen der Substanzen verwendet. Das
Arbeiten mit Alufolien erweist sich insofern als sehr zweckmiissig als sie nach der
Auswertung zusammen mit Messprotokollen und Berechnungsunterlagen abgeheftet

werden kénnen.

Auftragsrechnik

Die Substanzauftragung wird mit den fiir die Nano-TLC bereits handelsiibli-
chen Geriten vorgenommen. z.B. werden Dosterungen im Nanoliterbereich mit zwei
von der Fa. Camag (Muttenz. Schweiz) vertriebenen Geriiten ermdglicht: (a) Camag-
Nanoapplikator fiir variable Dosierungen im Volumenbereich 0-230 nl sowie (b)
Camag-Mikroapplikator fiir variable Dosierungen im Volumenbereich 0-2.3 ul. Fiir
Probenauftragungen im Mikroliter-Bereich kénnen ferner Mikroliter-Kapillaren ver-
wendet werden. Mit diesen ist neben einer Punktauftragung die besonders bei der
fluorimetrischen in siru-Analytik vorteilhafte Bandauftragung maglich.

Der Bedeutung wegen ——verbesserte chromatographische Trennung bei voller
Messempfindlichkeit— erfolgt mit Fig. 2 ein Vergleich Bandauftragung-Puntkauf-
tragung mit Ausschnitten zweler Chromatogramme eines Zuckergemisches.

In situ-Reaktion

Die angewandte in situ-Reaktion, d.h. die chemische Umsetzung in photome-
trisch auswertbare Substanzen von Tanner®® als Nachweisreaktion fiir Sorbit und
andere Polyhydroxyverbindungen deklariert. fand zwischenzeitlich relativ selten defi-
niertere Anwendungsgebiete®*33,

Aktivierungsschema: Nach der chromatographischen Trennung wird die mit
einem Heissluftfén ausreichend getrocknete TLC-Platte oder Alufolie ca. 8-10 sec
in die eigentliche jeweils neu anzusetzende Reaktionslésung getaucht. Dies erfoigt
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B 20 Gegenuberstellung Punktauftragung- Bandauttragung enes Zuchergemisches., Dernatisterung: o

crin-Reaktien. Tawchloseng: . Lit. 23 230 Nachwens: Fluoreszensz.

zweckmiissigerneise in einem vertikal stehenden Schmaltank. welcher der Platten-
erésse angepasst ist. Als Tauchiliissigkeit dient eine gesiittigte Losung von Bleitetra-
acetat in Eisessig und eine 19, ige Lésung von 2.7-Dichlortluorescein je 3 mil gemischt
und mit Toluol aut 200 ml aufgefiilli. Anschliessend wird mit einem Heisslutiion bzw.
im Trochenschrank ce. 3 min bet ca. 100 C thermisch akunviert. Bel Verwendung einer
0.3 bzw. 0.2° 1gen Losung von Dichlorfluorescein hann das Fluoreszenzyverhiilinis
Flech-Untergrund besonders bet Anregung mit UV-A wesentlich verbessert werden.

Fluorimerrische und plotometrische Angaben

Fir eine quantitative i sir-Bestimmung st zuniichst die Photometrierung der
einzelnen Buahnen der HPTLC-Platte mit emnem Diinnschicht-Scanner erforderlich.
Hierzu sind w.a. dic fluorimetrischen Daten wie Fluoreszenz- und Anregungsspek-
trum Jder durch die AKtivierung entstandenen tluoreszierenden Komponenten zu be-
achten.

Nach einer Bewertung weiterer. die Analvse messtechnisch beeinflussender
Faktoren -auf diese soll hier nicht nither eingegangen werden - hat sich die in Fig. 3
skizzierte Messanordnung am besten bewiihrt. Sie liefert als photometrisches Signal
das Wellenliingemintegral der Fluoreszenzstrahlung F,, im sichtbaren Spektralbe-
reich. Als Rechnengrisse tiir die quantitative Auswertung wird die von einem elektri-
schen Auswertsystem Uber den Fleck mitegrierte Fluoreszenzstruhlung £F, verwen-
det.

Hinsichtlich der Fluoreszenz- und Anregungsspektren sei ergiinzend vermerkt.
dass diese fur die betreffende Substanzeruppe weitgchend iibereinstimmen. Eine zu-
sitzliche chromatische Trennung bet eventuell ungeniigender chromatographischer
Trennung von Komponenten ist somit nicht moglich.

Quarz  Hg-Brenner
kondensor St 41

A

) 4
'
: A=313nm
'
13

Umilenkspiegel Monochromator

Sperriilter
GG 13.8 mm

HPTLC-Chromatogramm
Fre 3. Lichifithrung eines Chromatogrammspekiralphotometers fur Fluoreszenzmessungen.
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Chromatographie

Bei der Auffindung geeigneter Fliessmittelsysteme fiir vorgegebene Trennpro-
bleme kann zuniichst auf sehr umfangreiche Literaturangaben zuriickgegriffen wer-
den.

In vielen Fiillen sollten die in Frage kommenden Komponenten jedoch eigen-
stiindig 1R p-wertmadssig erfasst werden. Unter diesen Gesichtspunkten sind die in den
Figs. 4 und 3 dargestellien Chromatogramme zu werten. Sie verwenden die in Tabelle |
angegebenen Mono-, Di- und Trisaccharide. einschliesslich Glveerin und Glycerinal-
dehyd mit den in den Legenden angegebenen Fliessmitteisvstemen. Aus den beiden
Chromatogrammen kénnen emige fiir die Problemstellung wesentliche systematische
Zusammenhiinge abgeleitet werden.

Bahn1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2930 31

Fig. 4. Substanzen von Tabelle I. Aufiragsmenge je 500 nz. Fliessmittel: Essigsaureiithylester- Pynidin-

Wasser-Essigaidure~Propionsiiure (30:30:10:3:5). Normalkammer nut Kammersiittigung. Steighohe: ~em.

Bahnl 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 1819 2021 22 23 24 25 2627 28 2930 31

Fig. 5. Substanzen von Tabelle I. Auftragsmenge je 500 nr. Fliessmittel: 1-Butanol-2-Propanol-Borsiiu-
reldsung (100 mg 20 ml Wasser) (30:30:1C;. MormatZammer mit Kammersiittigung. Steighohe: 7 cm. Es
sei nachgetragen. dass ein Zusatz von 2 Antcilen Eisessig zu ciner betriichlichen Reduzierung der Schwanz-
bildung fiihrt.
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TABELLEI
ZR-WERT-TABELLE DER VERBINDUNGEN VON CHROMATOGRAMM DER FIG. 4

Buak:: Nunie hRg
Zucacruliofiole

i meso-Insoii 8

2 Isomaltit 15

3 Matrit 27

1 Sorbit 41

5 Mannit 13

6 meso-Ervthrit 69

= Glycerin 73
Triscccharide

s Ratfinose I4
Disaccharide

9 Melibiose 16
10 Trehalose 27
it Lactulose 27
2 Gentiobiose 29
13 Lactose 33
I+ Palatinose 40
I3 Cellobiose 3
16 Maltose 16
17 Saccharose 36
Monosaccharide
133 Galactose 31
i9 Glucose 53
2 Fructose 34
21 Mannose 36
22 Talose 36
23 Arabinose 61
21 Sorbose 61
25 Tagatose 66
26 Ribose 68
27 Xylose 69
28 Fucose 69
el Glzcerinaldebhyd 71
30 Rhamnose 79
31 2-Desoxy-p-ribose 79

1. Chromatogramm ( Fig. 4}. Die hRg-Werte der untersuchten Zucker nehmen
in der Folge Tri-, Di- und Monosaccharide zu. Hierfiir muss eine im umgekehrten
Sinne laufende Polarititstendenz verantwortlich sein. An der oberen Grenze der Mo-
nosaccharide liegt Glycerin. Die spezifischen Fluoreszenzen der aufgetragenen Disac-
charide sind unter sich annidhernd gleich, ebenso die der Monosaccharide, letztere
jedoch wesentlich héher.

Beide Effekte lassen bel gewissen quantitativen Analysen Summenangaben der
Mono- und Disaccharide zu.

2. Chromatogramm ( Fig. 5). Bei den in gieicher Folge aufgetragenen Zuckern
zeigen sich im Besonderen bei den Monosacchariden wesentliche /2R -Unterschiede
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zu Fig. 5 bei wenig ausgepragter iR-Wert-Tendenz der Tri-, Di und Monosacchari-
de.

ANWENDUNGEN DES VERFAHRENS

In den folgenden Abschnitten wird an Hand einiger Analysendaten der breite
Anwendungsbereich des Verfahrens skizziert. Die beschriebenen Beispiele entstam-
men der Routineanalytik, sie sind so zusammengestellt, dass die verschiedenartigsten
Problemstellungen der Trennung und Quantifizierung beleuchtet werden. Neben den
beiden erwithnten Fliessmittelsystemen wurden weitere in den Legenden angegebene
Fhiessmittel verwendet.

Trennung Glucose—Fructose

Glucose und Fructose neben Saccharose zwei wesentliche Kohlehydrattriger
diirften analytisch von allgemeinem Interesse sein: So ist Fructose, wenn man von
einer industriellen Anwendung absieht, hauptsichlich ein in der didtischen Therapie
eingesetzter Zuckeraustauschstoff. Die Verwendung von Invertzucker sowohl zu the-
rapeutischen Zwecken als auch auf dem industriellen Sektor ist iiblich. Aus letzterem
Bereich -—der Herstellung des Invertzuckers— ist die Trennung der Fig. 6 entnom-
men. Bei der Inversion der eingesetzten Saccharose bilden sich zeitabhiingig die Kom-
ponenten Fructose und Glucose. Die zum Zeitpunkt der Probennahme entstandenen
Monosaccharidanteile liefert die Auswertung des Chromatogrammes zu: Fructose
400 mg ' ml Probe und Glucose 512 mg/ml Probe.

Trennung Arabinose—Ribose
Wihrend im ersten Anwendungsfall eine quantitative Analyse der beiden An-
teile einer Zweikomponentenprobe erfolgte. zeigt die hier beschriebene Analyse die

Bahn 1 2 o b 5 ] 7 8 9 1 1 12 13 14 19511617 - 18

Fig. 6. Trennung Glucose-Fructose. Schicht: HPTLC-Fertigplatte Kieselgel 60 oF. Fliessmittel: 1-Buta-
nol-2-Propanol-Borsiurelosung 100 mg/20 ml Wasser (30:50:10). Normalkammer mit Kammersiitti-
gung. Steighdhe: 1 x 7 cm. Steigzeit: ca. 90 min. Auftragsmengen: Fructose: Bahn 1. 13, Vergleich 285 ng:
2. 14, Vergleich 570 ng: 3, 15. Vergleich 1140 ng: Glucose: Bahn 4. 16. Vergleich 250 ng: 3. 17. Vergleich
300 ng; 6. 18, Vergleich 1000 ng. Bahn 7-9. Probe 1 pl (Verdiinnung 1:1000): 10-12, Probe 2 pl (Verdiinnung
1:1000).
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Fig. 7. Trennung Arabinose-Ribose. Schicht: HPTLC-Alufolie  Kieselgel 60 oF. Fliessmittel:
Essivsaureathylester-Pyridin- Tetrahvdroturan-Wasser-Eisessig ¢36:22:153:15:%):  Normalkammer mit
Kummersdttigung. Steighdhe: 1 » 7 cm. Steigzeit: 45 min.

quantitative Bestimmung einer Komponente von 10 verschiedenen Proben als Einzel-
anulyse. Bei ausreichender /1Rp-Konstanz fiir dic einzelnen Bahnen kann wie bei dem
Chromatogramm der Fig. 7 eine Photometrierung senkrecht zur chromatographi-
schen Steigrichtung erfolgen. Eventuelle geringe Tailingeffekte bzw. Unsymetrien der
Belegung beeintriichtigen bei ausreichend gewihlten Messflichen das Ergebnis nicht.
Mit Fig. 8 ist die fiir die quantitative Auswertung registrierte Fluoreszenzortskurve

tF}:A
|
\AJ U
Ju U L_J

16 15 1% 13 12 3110 ¢ 8 7 6 5 2 3 2 1 Bahn

Vergia.che Froben (Ansaize)verd 1 100 Vergleiche Bezeichnung
£00220100 508 200200100  Auftragsvolumen [nl]
2204002c0 800400200  Auttragsmenge Arabinose [ng]

41 33 23 33 St
123 57 25 33 24 i7 35 33 127 6% 32  Rechengrole Z!-:u{mvS}
45 35‘= 7 32 2 22.736 N 80 * 22 8 Aratinosegehalt [mg:/mi]

Fig. 8. Fluoreszenzortskurie registriert senkrecht zur chromatographischen Stelgrichtung und Werteta-

28

belle der Komponente Arabinose von Chromatogramm Fig. 7.
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der Komponente Arabinose und die dazu gehdrige Wertetabelle wiedergegeben.
Hingewiesen sei auf die gute Linearitiit der Beziehung Messwert-Auftragsmenge.

Trennung Arabinose—Ribose. Beispiel einer Spurenanalyse

Die Anwendung quantitativer HPTLC-Techniken in der Spurenanalytik er-
tolgt wie das Literaturstudium zeigt offenbar nur sehr z6gernd. Dies ist um so er-
staunlicher weil das Vertahren gerade auf diesem Sektor wesentliche Vorteile besitzt:
Erreichbare hohe Fleckbelegungen in Sonderfillen bei Auftragsvolumina bis zu 20—
50 pl und Derivatisierungsmoglichkeiten in Lsung vor der Chromatographie und in
sire. Ein Chromatogramm fiir die quantitative Analyse von Ribose in diesem Kon-
zentrationsbereich zeigt Fig. 9. Die photometrische Registrierung. hier parallel zur
chromatographischen Steigrichtung. dreier Probebahnen (Bahn 2. 5 und 7) und einer
Vergleichsbahn (Bahn 4) sowie die entsprechende Wertetabelle gibt Fig. 10 wieder. Es
set zusiitzlich vermerkt. dass eine wesentliche Verbesserung der Nachweisgrenze
durch eine bandf6rmige Auftragung zu erreichen ist: Die verbesserte Trennung er-
laubt z.B. fiir Probe P, die Photometrierung mit wesentlich héheren photometrischen
Verstirkungsparametern und damit einem entsprechend grosseren Ribose-Signal.
Fiir eine Festlegung der Nachweisgrenze selbst sind die statistischen Gesetzmiissigkei-
ten anzuwenden.

Trennung Sorbose-Glucose—Sorbit—Mannit

Das in Fig. 1 I wiedergegebene Chromatogramm soll auf die Moglichkeiten der
vergleichenden visuellen Beurteilung von fluoreszierenden Chromatogrammen z.B.
im Bereich von Fabrikationslaboratorien hinweisen. Neben hinreichenden auf 2R~

-~ Ribose

- Arabinose

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n

Fig. 9. Trennung Arabinose-Ribose. Spurenanalyse von Ribose. Schicht: HPTLC-Alufolie Kieselgel 60
oF. Fliessmittel: Essigsiiureiithylester—Pyridin~Tetrahy drofurun-Wasser~Eisessig (50:22:15:15:4). Nor-
malkammer mit Kammersiittigung. SteighShe: 1 x 7 cm. Steigzeit: 45 min.
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Werte gestiitzte Kriterien der Identitdatsprifung erbringt das Chromatogramm maxi-
male Informationen iiber die Zusammensetzung der verschiedenen Proben. Hier sei
im besonderen der geringe fiir die Gesamtanalyse erforderliche Zeitaufwand fiir der-
artige Beurteilungen erwihnt. ein fiir Fabrikationsanalysen wesentlicher Gesichts-
punkt.

Trennung Sorbit—Aannit. Spurenanalyse von Mannit

Die mit dem Fliessmittel der Fig. 11 erreichte Trennung Mannit-Sorbit ist fiir
Auftragsmengen beider im ug-Bereich noch ausreichend. Fiir wechselseitige Spuren-
analysen der beiden Zuckeralkohole besser geeignet sind die fiir das Chromatogramm
der Fig. 12 benutzte Fliessmittelsysteme. Aus der photometrischen Auswertung des
Chromatogrammes resultiert ein Mannitgehalt von 0.90¢,. Fiir die Analyse ist eine

Standardabweichung des Mittelwertes S.zu 59, bet n = 4 ermittelt worden.

Soeldeit, Priifung auf Glycole, Mono-. Di- und Trisaccharide

Eine Abhingigkeit der 1R .-Werte von der chemischen Konstitution von Ver-
bindungen die ihrerseits einer gewissen Systematik gehorchen kann nicht selten fiir
eine quantitative Analyse ausgenutzt werden. Die gezielte Anderung von Fliessmit-
teln oder Fliessmittelzusammensetzungen liefert dariiberhinaus die Moglichkeit /1R~
Wert-Bereiche den Bediirfnissen entsprechend zu spreizen. Die in diesem Anwen-
dungsfall beschriebene Analyvse macht hiervon Gebrauch. Im einzelnen handelt es
sich um die quantitative Analyse von in Sorbit eventuell nachzuweisenden Glycolen
wie Athylenglycol. Propyienglycol. Butylenglycol bzw. Glycerin und der Mono-. Di-
und Trisaccharide.

Bannsl 2.3 4Bl L L8 90 100110 12: 13 14091516

Fig. 11. Trennung Sorbose-Glucose-Sorbit—-Mannit. Schicht: HPTLC-Alufolie Kieselgel 60 oF. Fliess-
mittel: Essigsiiureiithylester-Pyridin-Wasser—Eisessig-Propionsiure (30:50:10:5:5). Normalkammer mit
Kammersittigung. Steighdhe: 2 x 7 cm. Steigzeit: 2 x 40 min. Aufrragsmengen: Bahn 1. 13. Vergleich
Glucose | pg; 2, 14, Vergleich Sorbose | pg; 3. 15, Vergleich Mannit 1 ug; 4. Probe Sorbose 12 ug; 5. Probe

Sorbose: 6. Probe Sorbose; 7. Probe Sorbit, 12 ug; 8. Probe Sorbit: 9. Probe Sorbit; 10. Probe Glucose 10
ng: 11, Probe Glucose: 12, Probe Glucose: 16. Vergleich Sorbit 1 pg.
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Bahn 1 2 3 4 5 6 (i 8 S

“12. 12, Trennung Sorbit-Mannit. Sparenanalyse von Mannit. Schicht: HPTLC-Alutolie Kieselgel 60 oF.
lessmittel: [-Butanol-2-propanol-Borsiurelosung 100 meg 200 ml Wasser Elsessig (30:30:10:2) aoder
30:553:13:5). Normalhammer mit Kommersatiigung. Steighohe: 2 » 7 em. Steigzeit: 150 min. Avttrags-
gen: Bahn 1L 50 Verglerch Mannie 100 ng: 3. 7. Vergleich Mannit 200 ng: 2. Probe Sorbit 3 pg: 4.8 9.
Probe Sorbit 10 ggz: 6. Blindbahn. Das hier abgebildete Chromatogramm wurde ohne Eisessig entwickelt.
frerdurch wird die Schwangbildunyg bet Sorbit hervorgeruten.

i
.
B
¢

Glveerinbestinunung und qualitativer Nuchweis von Athylenglycol. Propylengly-
cof und Burvlenglveol. Mit dem fiir das Chromatogramm der Fig. 13 angewandten
Flicssmittel gelingt eine ausreichende 1R -Wert-Spreizung des Bereiches der Glycole
(C.. C;. C.) withrend der Bereich der Kohlehydrate mit 1R, < 10 fiir eine Auswer-
iung ausscheidet. Wie das Chromatogramm der Fig. 13 (bei dem ausser den Ver-

Butylenglycol
Propylenglycol
Athylenglycol

- Glycerin

900000000000 Eains

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 B8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

Fre. 3. Gl cerrbestimmuny and qualitetiver Noachwers von .:‘;;th_t lemreds col, Propy lengls col und Butylen-
ghyveol. Schicht: HPTLC-Alufolie Kieselgel 60 oF. Fliessmittel: 2-Propanol-Chloroform-Methanol-
Ammoniak 107, (33:45:20:10). Normalhammer mit Kammersiditigung. Steighohe: 1 x 7 cm. Steigzeit: 50
men.
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TABELLE il

RECHNER PROTOKOLL ZUR STATISTISCHEN GLYCERINBESTIMMUNG IN SORBIT VON
CHROMATOGRAMNM! DER FIG. 13

Aufrrags- Buhn Redchmerprotokoli
mengen Zen Fluoreszenz-
iaec imegraf XF,
sl
260.547
9.7 0.6
Vergleiche 638 ng 239 35411
329 ng 7 139 17.5324
334 0.040
165 ng 16 642 6.076
15 83.6 13,744
14 103.0 12,7353
13 123.5 11.816
12 143.2 12.233
Probe 2 ul ca. 120 up 11 163.7 11752
10 ISLS 11.328
9 201.2 11.566
8 22301 12814
7 24301 9.937
6 2625 12,631
3 2833 11470
4 3016 11.573
Vergleiche €38 ng 3 3219 32.592
329 ng 2 3419 17787
165 ng 1 363.2 7.009

Glycerin

Glucose

Saccharose
Sorbit

Bahn 1 e 3 4 = 3 7 8 9 10

Fig. 14. Trennung Sorbit-Mono-. Di- und Trisaccharide. Schicht: HPTLC-Alufolie Kieselgel 60 oF.
Fliessmittel: Essigsiureiithylester-Pyridin—Wasser—Eisessig-Propionsiure (50:50:10:5:3). Normalkammer
mit Kammersittigung. Steighche: I x 7 cm. Steigzeit: 40 min.
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gleichsbahnen lediglich eine Probe fiir eine statistische Analyse wiederholt aufgetra-
gen wurde) zeigt, sind 2-wertige Alkohole nicht nachzuweisen. Zur qualitativen Gly-
cerinbestimmung wurde das Chromatogramm senkrecht zur chromatographischen
Steigrichtung photometriert. Tabelle II gibt das dazugehsrige Rechnerprotokoll
wieder. Neben den aufgetragenen Substanzmengen sind in diesem die von den Regi-
strierparametern abhangigen, mit den Bahnabstinden korrespondierenden Zeiten.
sowiedie Fluoreszenzintegrale X F, (mV - sec) vermerkt. Die weitere Berechnung liefert
einen Glyceringehalt in der Probe Sorbit von 242.5 ng/2 ul Aufiragslosung ent-
sprechend 0.229/. Die Fehlerrechnung ergibt: Standardabweichung des Einzelwertes
S..s ca. 10 ng, S, ~ 4.39%. Die zu erwartende Standardabweichung des mittelwertes
betrigt (S, ~ 1.3%.

Summen-Bestimmungen in den hRg-Bereichen Tri- und Disaccharide bzw. Mono-
saccharide. Die Analyse der weiteren in der Probe als Verunreinigung nachzuweisen-
den Kohlehydrate beschriinkt sich auf eine rein mengenmissige Ermittlung ohne eine
Identifizierung der Komponenten im Einzelnen. Unter Beriicksichtigung auf die zu
Fig. 4 gemachten Angaben bictet sich bei Anwendung des betreffenden Fliessmittels
die Moglichkeit Summenanalysen im Bereich der Mono-, Di- und Trisaccharide vor-
zunehmen. Fig. 14 zeigt das hierzu angefertigte Chromatogramm, Fig. 15 die regi-
strierten Fluoreszenzortskurven zweler Vergleichsbahnen ebenso zweier Probebah-
nen einschliesslich der dazu gehoérigen Wertetabelle. Zur quantitativen Bestimmung
werden sowohl die zwischen Glycerin als oberer /1R -Wert-Begrenzung der Monosac-
charide und Sorbit als auch die zwischen Sorbit und der Auftragung gelegenen
Fluoreszenzen der einzelnen Komponenten addiert. Unter Bezug auf die spezifischen
Fluoreszenzen von Glucose als Vergleichssubstanz fiir den Bereich der Monosaccha-
ride und Saccharose fiir den Bereich der Di- und Trisaccharide resultieren die in
Tabelle 11l zusammengefassten Einzelwerte der beiden Proben.

TABELLE 1

WERTETABELLE DER SUMMENBESTIMMUNG VON BESTANDTEILEN VON SORBIT VON
CHROMATOGRAMM DER FIG. 14

It BRp-Bereich

Di- und Trisaccharide Monosaccharide

liegende Komponenten berechner als

Saccharose (%) Glucose (%)
Probe 2975
Einzelwerte 13.3 0.9

152 0.8

146 0.9
Mitelwerte 144 0.9
Probe 3567
Einzelwerte 14.0 2.0

15.0 2.1

14.6 1.9

Mittelwerte 14.6 2.0
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Fliessmittelfront _

Rhamnose
Fucose \
Glucose;\
wn Saccharose
c
=
]
@

Trehalose —
Maltotriose ———
Raffinose

Tetraose
Heptacse

Auftragung ——
Bahn 1 2 3 4 5 6 i 8 9

Fig. 16. Trennung im Bereich hoherer Oligosaccharide. Schicht: HPTLC-Fertigplatte KG 60 oF HPTLC-
Alufolie KG 60 oF. Fiiessmittel: I-Propanol-Nitromethan—Wasser—Eisessig (50:30:2C:1). Normalkammer
ohne Kammersittigung. SteighShe: 2 x 7 em. Steigzeit: 2 x 45 min. Aufiragung bandformig mit Mikro-
kapitlare 3 pl. Auftragsmengen: Bahn 1-4 und 6-9. Proben je 20 ug; Bahn 5, Vergleich Mono-Di-Trisac-
charide (je 1.25 pg) und Tetraose. Heptaose (je 5 ug).

Glucosg

Rhamnose
Fucase

I

Glycern
rnose
INOSO

- A R G Re e mm ME e e e e e e e e e

|-

Tetraose Ral

ehalose Mallo

Saccllaroso

- s ma m
LI LTTY T FYY ¥ YT Y-y

i

o0t

Stexgrichtung
Bahn 6(20mv)

Steigrichtung e Steigrichtung
Bahn 5 (50 mV) 15 Bahn 5{(20mv)

L(mgung

Im-{ront

U

Au_ragung

3
A

Fluoreszenzortskunen der Bahnen 5 und 6 von Chromatogramm Fig. 16. Fim = Fliessmittel.
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Analysen im Bereich hoherer Oligosaccharide

Die beiden unter Sorbit, Priifung auf Glycole, Mono-, Di- und Trisaccharide
angewandten Fliessmittel ergeben sowohl eine ausreichende /1R -Dispersion fiir die
Substanzklasse der Glycole als auch der Mono-, Di- und Trisaccharide. Fiir Analysen
im Bereich héherer Oligosaccharide eignet sich das in diesem Abschnitt vorgeschlage-
ne Fliessmittel. Fig. 16 zeigt das fir die eine qualitative und halbquantitative Analyse
vorbereitete Chromatogramm. Der Vergleich setzt sich aus drei Monosacchariden,
zwel Disacchariden, zwel Trisacchariden, einer Tetraose und ciner Heptaose zusam-
men. Das stark fluoreszierende Band in den Proben nahe der Fliessmittelfront wurde
als Glycerin nachgewiesen. Fig. 17 gibt die Fluoreszenzortskurven ciner Probebahn
und der Vergieichsbahn wieder.

Auswertung: Die aus der Vergleichsbahn resultierende /1R-Abhidngigkeit der
Oligosaccharide liefert zunichst eine Moglichkeit zur niherungsweisen Identifizie-
rung der Komponenten der Probebahnen. Fig. 18 zeigt diesen Zusammenhang. Die
auf der Abszisse zusitzlich vermerkte Zahlenfolge fiihrt als Vielfaches des Molekular-
gewiciites von Glucose zu den Oligo-Niherungswerten der Probenbahnen.

Fiir eine mengenmiissige Abschiitzung der identifizierten Probenkomponenten
ermittelt man zusdtzlich die spezifischen Fluoreszenzen der verschiedenen Oligoberei-
che von Vergleichsbahnen. Aus der Tendenz dieser spezifischen Werte resultieren
schliesslich die Faktoren die eine halbquantitative Analyse erlauben.

H
102 4

hRF

10"

(]
k=]
S
S o
(53 ) [12]
g 8 2
€ 2 =
) = = 3 )
= a = T
Probenwerte : 4 o i f i 1 :
i80x 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
) N L ‘ L) Y L) ‘ 1 & _‘i_‘ T L3
500 1000 1500

Molekulargewicht

Fig. 18. Versuch einer niherungsweisen Molekulargewichtsbestimmung von Oligosacchariden aus deren
hRc-Abhiingigkeit.
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Bahn 1 2 3 45 67 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

Fig. 19. Trennung Glucose + Fructose-Saccharose-Glycerin. Schicht: HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60
oF, HPTLC-Alufolie Kieseigel 60 oF. Fliessmittel: Essigsiureiithylester-Pyridin-Wasser—Essigsdure—
Propionsiure (30:30:10:5:5). Normalkammer mit Kammersittigung. SteighShe: 1 x 7 cm. Steigzeit: ca.
43 min.

BatnE - 203 ' 4°867 8 9-10-1 12 13 14 15 16 17 18

Fig. 20. Trennung Fructose + Sacchuarose-Glucose—Glycerin. Fliessmittel: 1-Butanol-2-Propanol-Bor-
siurelsg. 100 mg 20 mi Wasser-FEisessig (30:30:10:2). Normalkammer mit Kammersittigung. Steighdhe:
2 x 7 cm. Steigzeit: ca. 90 min.

Auftragsmengen (ng,

Frucrose Glucose Sacchurose Glycerin
Bahn | 15 Vergleich 300 600
Bahn 2 i6 Vergleich 500 1000
Bahn 3 17 Vergleich 2558°5115
Bahn <4 18 Vergleich 408.815
Bahn 5 10 Probe Fanta (Verdiinnung 1:10) 100,500 ni
Bahn 6 11 Probe Bier (Verdiinnung 1:10) 1060500 n!
Bahn 7, 12 Probe Moselwein (Verdiinnung 1:10) 100,500 nl
Bahn 8 13 Probe Siidwein (Verdiinnung i:10) 100,500 nl

Bahn 9/14 Probe Rheinwein (Verdiinnung 1:10) 100,500 nl
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Trennung Glucose—Fructose-Saccharose-Glycerin bei Getrankeanalysen

Der diinnschichtchromatographische Nachweis von Glucose, Fructose und
Saccharose in Getrinken z.B. in alkoholischen Getridnken wird nicht nur durch seine
guantitativen Mdoglichkeiten bestimmt, vielmehr ist die TLC-Methode in qualitativer
Hinsicht das einzige Verfahren. welches die getrennten Komponenten sowohl als
Messwertsignal als auch effektiv als Substanz dokumentiert.

Fiir die Analyse von Wein. Rier und Limonade wurde um eine relativ grosse
Anzahl von Vergleichen und Proben bewerten zu konnen auch in diesem Anwen-
dungsfall eine Punktauftragung der Bandauftragung vorgezogen. Die Problemstel-
lung verlangt nicht unbedingt die Ausnutzung dieser zusiitzlichen Verbesserung des
chromatographischen Auflésungsvermogens.

Das fiir das Chromatogramm der Fig. 19 verwendete Fliessmittel ergibt eine
ausreichende Trennung fiir die Komponenten Fructose + Glucose und Saccharose
bzw. Glycerin. Die quantitative Auswertung fiihrt bei gleichen spezifischen Fluores-
zenzen von Glucose und Fructose somit zur Summe der beiden Monosaccharide
neben den Anteilen Saccharose und Glycerin. Zusédtzliche quantitative Angaben fiir
Glucose bzw. Fructose erhilt man schiiesslich durch Auswertung des Chromato-
grammes der Fig. 20.

Tabelle I'V fasst die fiir die verschiedenen Proben ermittelten Werte zusammen.

TABELLE IV

WERTETABELLE DER ANALYSE VON SACCHAROSE. GLUCOSE. FRUCTOSE UND GLYCE-
RIN IN GETRANKE!

Succharose Glucose Fructose Glycerin
‘mg.ml, fmg;mly (mg mi) fmgimi)
Fanta 103.0 3.0 2.0 < Naiachwels
Bier < Nachweis < Niachwels < Nuchweils 19
Moselwein < Nachwels 14.2 15.5 7.6
Sidwein 91.3 104 38.7 3.7
Rheinwein < Nuchweis 34 35 7.6

Quantitative in situ-Analyvse einer Gruppe von Kohlehydraten dhnlicher chemischer Zu-
sammenser-ung

Mit diesem Beispiel wird versucht eine Arbeitsanleitung fiir die Analyse einer
praxisbezogenen und chromatographisch interessanten Substanzklasse zu geben. Zur
Ldsung des Problems wird mit drei verschiedenen Fliessmitteln und zwei verschiede-
nen Derivativisierungen gearbeitet. Die in den beiden folgenden Aufstellungen er-
wihnten Artikel-Nummern sind den Katalogen der Fa. E. Merck., Darmstadt,
B.R.D. entnommen.

Kohlenhvdrate

L(+)-Arabinose fiir biochemische Zwecke Art.Nr. 1491 Symbol Ar
L({—)-Arabit fiir biochemische Zwecke 10173 At
Adonit (Ribit) fiir biochemische Zwecke 852 Rt

Arabonlacton AL
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D-Gluconsiure Kaliumsalz (Gluconsédure) 287 Gls
D-Gluconsiurelacton fiir biochemische Zwecke 288 Glsl
Lyxose Ly
D(—)-Ribose fiir biochemische Zwecke 7605 Ri
Ribonlacton RL
D(+)-Xylose fiir biochemische Zwecke 8689 Xy
Reagenczien fiir Fliessmittel und Tauchfliissigkeiten

Borsiure krist. zur Analyse ATt Nr. 165
Blei(IV)-acetat (Essigsdaure feucht) z.S. 807418
2’ 7’-Dichlorfluorescein zur Analyse 9676
Phosphatputter pH 6.88 7294
1 N Natronlauge 9137
Indikatorpapier pH 5-10 9533
Athanol abs. zur Analyse 972
Athylmethylketon zur Analyse 9708
I-Butanol zur Analyse 1990
Essigsiure 100, zur Analyse 63
Essigsiuredthvlester zur Riickstandsanalyse 10972
Methanol zur Analyse 6009
Naphthalin-diol-1.3 zur Analyse 6252
2-Propanol 9634
Pyridin getrocknet zur Analyse 7463
Schwefelsiure 95-97° zur Analvse 731
Tetrahydrofuran zur Analyse 9731
Toluol zur Analyse 325

Auftragslosungen:

Veraleiche Autrragsolumina Aufrragsniengen (ng,
160 1l 200 nl 400 n!
Vol I Arabinose (20 mg 10 mh 200 100 300
2 Xalose (20 mg 10 ml) 200 100 S00
2 Lyrose (20 mg 10 mh 200 100 S00
1 Ribose (20 mg 10 mb) 200 100 800
V2 I Arabit (40 mg 10 mb (20 mg 10 mb 200 400 800
2 Ribit (30 mg 10 m}) (- (20 mg 10 mb) 200 400 300
3 Arazbonlacion (200 mg 10 ml) ’ {100 mg 19 ml) 1000 2000 1060
4 Ribonlucton (40 mg 10 ml) (20 mg 10 mb) 200 100 800
v 3 Gluconsdure (20 mg 10 ml) 200 400 800
V1 Gluconsiurelacton (20 mg 10 ml) 200 100 800

Probe

Eirwaage und Auftragsvolumen nach den Vergleichsmengen V -V 4 wiihlen.
Bei System 1 und 2 kénnen Aufiragsvolumina bis 2 ul angewandt werden. bei Systemn
3 sollten 400 ni nicht Giberschritten werden.
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Losungsmittel fiir Vergleiche und Proben
Methanol-Wasser (8:2)

Halibarkeit ?ier Losungen

V 1 mehrere Monate

V 2/1 und 2 mehrere Monate

V 2/3 und 4 tdglich erneuern -
V 3 tiiglich erneuern

V 4 tiglich erneuern

Auftragsschema
Die anzuwendenden Auftragslésungen V 1-V 4 und die Anzahl der Eichpunk-
te 100, 200, 400 nl sind der jeweiligen Problemstellung anzupassen.

Chromatographie

System 1. Im Wesentlichen gekennzeichnet durch die Trennung Arabinose-
(Ribose + Xylose + Lyxose) (Chromatogramm, siche Fig. 21).

System 2. Wesentlich ist die Trennung (Arabinose + Ribose) von (Xvlose +
Lyxose) (Chromatogramm, siche Fig. 22).

Svstem 3. Vollstindige Trennung Arabinose-Ribose-Xylose-Lyxose (Chro-
matogramm, sieche Fig. 23).

Eine Zusammenstellung der /iR-Werte siimtilicher Komponenten fiir die drei
Fliessmittel zeigt Tabelle V.

System 1

AL
RL

Ri, Xyl, Lyx
Rt

Ar
At

Gls

V1 V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4
100 200 400 nl

Fig. 21. Teil-Trennung cines Gemisches von Kohlehydraten speziell Arabinose-(Ribose + Xylose +
Lyxose) nach System 1. Schicht: HPTLC-Fertigplatte KG 60 oF, 10 x 20 cm; HPTLC-Alufolie KG 60
oF, 10 x 20 cm. Bahnabstand: 10 mm mit einer Blindbahn. Fliessmittel: Essigsiureifithylester—Pyridin—
Tetrahydrofuran—Wasser—Essigsdure (50:22:15:15:4). Normalkammer mit Kammersitticung. SteighShe:
1 x 7 cm. Steigzeit: 40 min. Derivatisierung: in siru-Reaktion. Tauchfliissigkeit: Bleitetraacetat, gesitiigte
Losung in E:sessm~2.7—Dxchlorﬂuorescem 1 g/100 m! Athanol-Toluol (5:5:200. v;v/v). Platte oder Folie 10
sec tauchen, mit Warmluftfon trocknen.
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System 2

Vi V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4
100 | 200 400!

Lyxose) nuch System 2. Schichi: HPTLC-Fertigplatte KG 60 oF. 10 > 20 cm: HPTLC-Alutolie KG 60
oF. 10 > 20 cm. Bahnabstand: 10 mm mit einer Bhindbahn. Fhiessmittel: 1-Butancl-2-Propanol-Borsiu-
relsg. 100 mg 20 m! Wasser—Eisessig (30:50:10:8). Normalkammer mit Kammersittigung. Steighdhe: 1 x 7
cm. Steigzeit: 90 min. Dervatisierung: &2 site-Reaktion. Tauchflissigkeit: Bleitetraacetat gesittigte Lésung
in Eisessig-2.7-Dichlorfluorescein I g 100 mi Athanol- Toluol (3:3:200. v v ). Platte oder Folie 10 scc
tauchen. mit Warmluftion trocknen.

System 3

Rt

Lyx

Xyl
Ar

Vi V1
200 400 nl

Fig. 23. Teil-Trennung cines Gemisches von Kohlehydraten speziell Arabinose-Ribose-Xylose-Lyxose
nach System 3. Schicht: HPTLC-Fertigplatte KG 60 F,., (wasserfest). Imprignierung: Phosphatpuffer
pH 8 Platte ca. 15 sec tauchen anschiiessend im Trockenschrank bei 120°C 30 min trocknen. Hersteilen der
Tauchiliissigkeit: Phosphat-Puffer pH 6.88 iropfenweise mit 1 ;¥ NaOH bis pH 8 cinstellen (Indikatorpa-
pier). Bahnabstand: 10 mm mit einer Blindbahn. Fliessmittel: Methyldthalketon-Essigsiure—Borsiurelsg.
gesiittigt (90:10:10). Normalkammer mit Kammersdttigung. Steighohe: 2 x 7 cm. Steigzeit: 2 x 25 min.
Derivatisierung: in situ-Reaktion. Tauchfliissigkeit: Naphthalin-diol-1,3 (0.2%, in Athanol)-H,SO,
(20° i) (1:1). Tauchzeit: 15 sec. Nachbehandlung: Trockenschrank 110°C. 10 min.
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TABELLE V

hR~-WERT-TABELLE DER VERBINDUNGEN VON DEN CHROMATOGRAMNMEN DER FIG.
3p-22

ARg

Svsrem 1 System 2 Svsren 3
Arabinose 29 16 32
Ribose 42 46 65
Xilose 42 56 11
Lyvaose 12 56 69
Arabit 20 48
Ribit 31 54
Arabonlacton 73 76
Ribonlacton 69 61
Gluconsidure 3 3
Gluconsiiurelacton 79 376

1

Phorometrierung

Svsrent 1 und 2. Fig. 3 gibt die Lichtfiihrung fiir die Fluoreszenzmessung der
Platten von Fig. 21 und 22 wieder. Weitere photometrische Daten: Messfliiche: 6 x
0.2 mm: Registrierungsgeschwindigkeit: TLC-Platte. 30 mm,;min: Papier. 30 mm
min: Registrierrichtung: parallel zu Steigrichtung. Schreiberspannung: 20 mV. Als
Messgrosse wird das Fluoreszenzintegral F,. im Wellenliingenintervall 380 < 2 <
700 nm verwendet. Dieses kann bei der Registrierung der Fluoreszenzortskurie aus
dem Schreiberprotokoll bzw. aus den EDV-Werten entnommen werden. Rechen-
grosse ist die iiber belegte Zone integrierte Messgrosse (Peakfliche) XF ...

Sysrerm 3. Mit Fig. 24 wird neben ecinigen photometrischen Daten fiir die Ab-
sorptionsmessung der Platte von Fig. 23 wiederum die entsprechende Lichtfiihrung ge-
zeigt. Fig. 25 ldsst die Trennung Arabinose~Ribose—Xylose—Lyxose erkennen. Mess-
ergsse ist in diesem Fall das logarithmisch registrierte Remissionssignal log R, . .-
Als Rechengrdsse wird die iliber die beleste Zone integrierte Messgrosse (Peakfliiche.
Absorptionsintegral) 24 log Rs,q, o, €ingesetzt.

Auswertung
Die Berechnung der Komponenienmengen in den Proben erfolgt mit den
Funktionen

lg R546 nm
Umlenkspiegel Monochromator Hg-Brenner St 41
i / \ ®
A=546.1nm

HPTLC-Chromatogramm

Fig. 24. Strahlengang fiir Absorptionsmessungen. Messfliche: 6 x 0.1 mm. Registriergeschwindigkeit:
TLC-Platie. 30 mm, min: Papier, 30 mm/;/min. Registrierrichtung: parallel zu Steigrichtung. Schreiberspan-
nung: 200 mV.
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[[+] 3 PN

Lyxose
Xylose
Arahinoso

r
1
2
Steigrichtung Steignehtung &

3 Aufirags-
t volumen

2000l i 400!

Absorptionskurven Vergleiche V: ven System 3

Fig. 25. Treanung Arabinose-Ribose-Xylose—Lyxose von Chromatogramm der Fig. 23.
Messgrosse bzw. Rechengrosse = f (Auftragsmenge der Vergleichssubstanzen)

Diese kGnnen sowohl graphisch als auch mit einem elektronischen Auswertsystem
ermittelt werden. Weisen Chromatogramme abweichende Fleckformen auf. sollte un-
ter allen Umstanden mit der Grdsse X F,; gearbeitet werden.

Koinzidenzen

Sofern nicht wegen des grosseren chromatographischen Aufwandes von Sy-
stem 3 mit diesem gearbeitet wird. konnen Koinzidenzen von Arabinose, Ribose,
Xvlose und Lvxose in System | und 2 nach dem angegebenen Selektivierungsschema
der Tabelle VI eliminiert werden. Dies wird durch gleiche spezifische Fluoreszenzen
der vier Verbindungen ermdoglicht. Andererseits sind Summenanalysen z.B. von Ara-
binose + Ribose bzw. Xylose + Lyxose in vielen Fillen ausreichend.

Bei Anwesenheit von Arabit und Ribit wird nur die Eindeutigkeit der Berech-
nung von Arabinose in System 1 bzw. 2 vermindert. Durch Differenzberechnung von
System | bzw. 2 und 3 kann. wenn erforderlich. eine Arabit—Ribit-Korrektur erfolgen.
Eine zusidtzliche Differenzierung zwischen Zuckern und Zuckeralkoholen erreicht
man dariiber hinaus durch Erhitzen der Plaite oder Folie fiir ca. 15 min bei ca.

160°C>".
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TABELLE VI
HINWEISE AUF KOINZIDENZEN BEI DEN CHROMATOGRAMMEN DER FIG. 20-22
& = In Auftragslosung anwesend; x = in Auftragsidsung anwesend, analysierbar ohne Koinzidenz; O

= in Auftragslosung nicht anwesend; x—x = chromatographisch bedingte Summenbildung.

Ar Xy Ly Ri At Rt AL RL Gls Glisl System
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7] x x x [7)) [} x X x X 1

x % x X O O x x x x 1

x [7) [} x (@] (@] x x x x 1

X X - x x @] x x @] x [%] 2

O X —m e X m———. X x x X X x X

72} O @) 17} & x x x P 71 2
ZUSAMMENFASSUNG

Es werden die Moglichkeiten einer quantitativen in situ-fluorimetrischen Ana-
lyse von Zuckern und Diolen mit mehreren Beispielen beschrieben.

Zur chromnatographischen Trennung werden mit Kieselgel 60 beschichtete
HPTLC-Fertigplatten oder mit wesentlichen Vorziigen HPTLC-Alufolien verwen-
det. Fiir den Nachweis wird eine vorwiegend auf Kieselgelschichten beschrinkte in
situ-Reaktion durchgefiihrt. welche fiir alle Zucker, Zuckeralkohole, Zuckersiuren
und Zuckerverbindungen zu Fluoreszenzen mit anniherend iibereinstimmenden
Fluoreszenzspektren fithrt. Gegeniiber den auch auf Celluloseschichten anwendbaren
Anfdarbemethoden zeichnet sich diese Derivatisierung durch eine sehr hohe Nachweis-
empfindlichkeit bei quantitativen Analysen aus. Qualitative Bestimmungen unbe-
kannter Gemische wie z_B. Differenzierungen Aldosen—Ketosen oder Pentosen—Hexo-
sen sollten jedoch zusiitzlich mit Hilfe gingiger Anfdarbemethoden vorgenommen
werden. Schliesslich wird der Versuch qualitativer bzw. halbquantitativer Molekular-
gewichtsbestimmungen von Oligosaccharidmischungen bis zum 9fachen Glucose-
Wert beschrieben.

Die Anwendung der Derivatisierung auf Zuckerverbindungen die einen weite-
ren molekular bedingten Nachweis zulassen zeigt den breiten Anwendungsbereich des
Verfahrens. Im Falle Benzvliden-d-sorbit kénnen die durch die Aktivierung nach-
weisbaren Mengen durch eine UV-Absorptionsmessung des Phenylrestes des Mole-
kiils bestitigt werden. Je nach Anzahl der Phenylgruppen im Molekil ergidnzen sich
beide Methoden messwertmissig. Eine HPTLC-chromatographische Trennung x-
Acetyldigoxin—f-Acetyldigoxin 1dsst 3 verschiedene Nachweismethoden zu: Neben
dem UV-Absorptionsphotometrischen Nachweis bei 225 nm eignet sich der fluoro-
metrische Aglyconnachweis mit Chloramin T. Beiden iiberlegen ist jedoch die Di-
chlorfluorescein-Derivatisierung der Zuckerkompounente.

Die Grenzen der HPTLC-chromatographischen Methode werden dann iiber-
schritten, wenn eine zufriedenstellende Identifizierung der einzelnen Komponenten
der Probe nicht mehr gewiahrleistet ist.
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