
Journal of Chromarography. 244 (1982) 99-121 
Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CMROM. 14,860 

QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE 
VON ZUCKERN, ZUCKERSAUREN UND POLYALKOHOLEN 

R. KLAUS und J. RIPPHAHN 

E. Merck, Posrfach Al 19, D-6100 Darmstadt 1 (B-R-D.) 

(Eingeganzen am 19. Oktober 1981; getiderte Fassung eingegangen am 25. Februar 1982) 

SUMMARY 

Quantitative thin-layer ciwomatographic analysis of sugars, sugar acids and 
polyalcoiiols 

The possibilities of quantitative in situ 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 is 
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 mistures up to 9 times the g!ucose value are carried 
out_ The limits of HPTLC methods are exceeded, when satisfactory identification of 
the individual components in the sample is not possible_ 

ElNLElTUNG 

Die quantitative Best&mung von Zuckern (Zuckeraustauschstofn)’ beruht, 
wenn man von enzymatischen lMethoden’-3 absieht, im wesentlichen auf zwei grund- 
legend verschiedenen Analyseverfahren. 

Fi,ir die AnaIyse von Reinsubstanzen ist die polarimetrische Bkstimmung so- 
wohl bezuglich des Arbeitsaufwandes als such der Genauigkeit optimal; Bei ltlehr- 
komponentengemischen nshert sich diese Methode jedoch sehr schnell der Grenze 
ihrer Leistungsfahigkeit. So mtissen z-B_ bei einer 2-Komponenten-Mischung -von- 
einander abweichende Rotationsdispersion vorausgesetzt- Drehwinkelmessungen 
bei zwei Wellenlangen 2, und d, vorgenommen werden. Mit Hilfe dieser berechnet 
man aus einem Gleichungssystem mit zwei Unbekannten die Komponentenanteile. 

Wesentlich rationeller ist 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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schichtchromatographie (TLC) und Hochleistungs-Diinnschichtchromato$raphie 
f HPTLC) und (c) Fliissichromatographie (HPLC). 

Die chemische Konstitution der zu behandelnden Substanzen erlaubt nun bei 
heinem Verfahren eine restios befriedigende direkte quaIitati\e bzw. quantitative Ana- 
l>se_ \Viihrend bei der GC die Mtiglichkeit einer chromatcgraphischen Trennung 
\ on einer \-orherigen chemischcn DeriLrttisierung abhsngig ist. Lerlangen die fliissig- 
chronwtographischen Methoden mit Ausnahme der refraktometrischen Detektion 
de-r S~uienchromatopraphie bz\v. HPLC entsprechende Nachweisreaktionen wiih- 
rend bzw. nxh dcr chromtltogrrtphischen Trennung Fiir die HPLC als eine Methode 
reIati\ ntxeren Datums sind bisher nur wenig derartig realisierbare Reaktionen be- 
kannt. Writ umfangreicher sind die in der Literatur verXentlichten. z.T. aus der 
Papierchromatog_raphiea~5 iibernommenen Arbeiten iiber TLC-i/r sirzc-Reaktio- 
nen3.613_ In diesen Publikationen sind neben Anfiirbemethoden fiir sine visuelle Be- 
urtcitung wx5tcrhin die \erschiedenstrn Adsorbentien und Fliessmittelsysteme9*1a-‘- 
beschrieben. Durch eine +gnete Kombination dieser TLC-Parameter erreicht man 
sine SelektiL it5t. die nahezu fiir alle anstrhenden quulitativen Zuckerprobleme ausrei- 
chcnd ist. 

I Xiicht ganz zufriedenstellend sind die meisten Anfkbemethoden hinsichtlich 
einer quantitati\en Aussrtgefiihigkeit: So stellt bei der photometrischen Auskver- 
tun_g’” durch Absorption eine des iifteren nicht zu Lermeidende FIec!:deform+ 
tion’s2’ such avischen Vergleich und Probe eine systematische Fehlerquelle dar. Auf 

Fiis 

F:ie SsnlttPIfront 

!ssm ittelf rent 

Auftrogung 

Glycerin- 

Sorbose- 
Fructose- 

Auftragung’ 

Fig. I. GegcniibrrstslIung drr Derktltisierung mit FIuorrnenznachaeis und einer tiblichen Deri\atisie- 
runz mi: Ftlrbnschueis (2) Derkxisierung: in Aim-Reaktion. TwchI%ungr SaphthoresorciniBsun~. O.?“., .: 
in Arhnnol. 100 ml: Phosphorskre (SS”..) 10 ml. Sachbeh;lndlung: 5-10 min. cu. 100 C. X‘;ach\\sis: 
.4bsorption im Sxhtbaren. (b) DcriLatisierung: in sirtr-Rraktion Tauchkisung: s. Lit. 3%X. Xxhxteis: 
F:~~:~~QxIz. 
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sie wird in der Literatur eingehend hingewiesen. Nicht selten zeigt des weiteren der 
Plattenuntergrund nach der Xktivierung ein die quantitative_ itz sitzr-photometrischr 
Auswertung beeintr5chtigendes. fleckenartiges Aussehen. Dasegen kennt man bei 
Umsetzungen \on Substanzen mit Reagenzien. die zu fluoreszierenden Verbindungen 
t%hren. diese Effekte allgemein nicht. Da der Buoreszierende Nachweis” sich f&ner 
durch niedrigere Nachweisgrenzen auszeichnet. sind Fluoreszenzreaktionen kolori- 
metrischen Anf?irbemethoden iiberiegen. 

Eine solche Methode -sic \vurde in der Literatur bereits vorgestellt’3”“- 
wurde aufgegriffen. Kombiniert mit HPTLC-Techniken ergibt sie fiir ulle Substanzen 
die eine bicinale Diolgruppierun, (J auflveisen ein vielen Bediirfnissen geniigendes 
quantitatives Analyselerfahrem 

Mit zwei Chromatogrammen I cig. 1) sol1 die erw%hnte fluorimetrische DeriLa- 
tisierung vorgestellt und einer Anf%rbe-Derivatisierung einiger Zucker bei gleichen 
chromatographischen Bedingungen gegeniibergestellt warden. 

EIXZELHEITES DES VERFXHRESS 

HPTLC-Sclzicizterz 

HPTLC-Schichtmaterirlien zeichnen sich gegeniiber den in der TLC verwen- 
deten Materialien durch \ erbesserre Trenneigenschaften und Nach\veisprenzen_ klei- 
nere Trennzeiten und eine erhiihte Bahnkapazitzit a~#‘. 

Aus dem Adsorbentiensortiment wurde Kieselgel 60 als FertigpIatten bzw. 
Xlufolien fiir die chromatosraphischsn Trennungen der Subsranzen vewendet. Das 
Xrbeiten mit Alufolien erlveist sich insofern ~1s sehr zweckm3ssig als sie nach der 
AusLvertung zusammen mit Messprotokollen und Berechnungsunterlagen abeheftet 
Lverden kiinnen. 

Die Substanzauftragung wird mit den fiir die Nano-TLC bereits handelsiibli- 
then Gerzten vorgenommen, z-B. lverden Dosierungen im Nanoliterbereich mit zwtsi 
van der Fa. Camag (Muttenz. Schlveiz) vertriebenen GeMen ermiiglicht: (a) Camag- 
Nanoapplikator fiir variable Dosierungen im Volumenbereich O-230 nl sowie (b) 
Camag-Mikroapplikator fiir variable Dosierungen im Volumenbereich O-2.3 pl_ Fiir 
Probenauftragungen im Mikroliter-Bereich kiinnen ferner Mikroliter-Kapillaren ver- 
wendet werden. Mit diesen ist neben einer Punktauftragung die besonders bei der 
fluorimetrischen ilz sirtr-Analytik vorteilhafte Bandauftragung miiglich. 

Der Bedemung wegen --verbesserte chromatographische Trennung bei \ oller 
Messempfindlichkeit- erfolgt mit Fig. 2 ein Vergleich Bandauftragung-Puntkauf- 
tragung mit Ausschnitten zweier Chromatogramme eines Zuckergemisches. 

In situ-Reaktioti 

Die angewandte ifz sitrr-Reaktion. d-h. die chemische Umsetzung in photome- 
trisch auswertbare Substanzen von TanneF3 als Nachweisreaktion fiir Sorbit und 
andere Polyhydrosyverbindungen deklariert. fand zwischenzeitlich relativ selten defi- 
niertere Anwendungsgebiete’J*“. 

-4ktivierungsschemar Nach der chromatographischen Trennung wird die mir 
einem Heissluftfiin ausreichend getrocknete TLC-Platte oder Alufolie ~1. S-10 set 
in die eigentliche jeweils neu anzusetzende ReaktionsWung getaucht. Dies erfolgt 
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Fiir tine quantiratixe itz zirrl-Bc~timmung kt zuntichst die Photon~~tri~rttng Jcr 
rinzdnen Bahnw Jcr HP-TLC-Platte mit &cm Diinn~~hi~ht-Sc~~t~I~~r dorderlich. 
Hitxru sind u.;t. Jic iluorimetrisvhsn Dawn \\ ic Fluor~szalz- LIII~ .-\nr~gu:igsspd- 

trim1 &r Jurch Jic .Akti\ icrung entamdaiai fluorcszkrcndcn Komponcnten zu be- 
xhkn. 

Sach krwr Bs\xisrtung ~eitercr. die Anal:;se mcsstxhnisch b&ntlussender 
F;ktorai ~aufdicsc sol1 hisr nicht nlihcr eingeg_angcn \\crden -- hat sich die in Fiz. 1 

&izziaw \kssdnordniin, (7 am bssrsn bcxx-iihrt. Sic Iirt‘crt als photometriwhes Signd 

J;ts ~~‘cli~nliingenintegral dcr Fluor~sz~nzstrahlLin~ FL, im sichtbarsn Spektralbc- 

rsich. Als Rcchncngr&?;e fiir dir quantitati\c Aus\\-ertun, 0 \i ird dis 1 on einem elektri- 

hchcn Awn a-t?;> stem tibsr den Fleck intsgrirrte F~rroreszctnzstr,lirl~In~ ZF,, x ~r~xsc’n- 

at. 
Hinsichtlich drr Fiuorcszsnz- und Xnrc--gun+spektren sti er@nzsnd \ermerkt_ 

Jass dkse ftir die lxtre~l>n& Substanzgruppe ~vcitgt3~a-d iiberrsinstimma. Eine zu- 
GitzIichr chromatischc Trennun g bei a cntuell un~cnii~sndcr chromato~_raphischrr 
Tranung \on Komponattx ist somit nicht miiglich. 

Monochromator 

HPTLC-Chromatogramm 
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Bei der Autlindung geeigneter Fliessmittelsysteme fiir lorgegebene Trennpro- 
bleme kann zun2chst auf sehr umfrmgreichc Literaturangaben zuri.ickgegrilTen iver- 
den. 

in vielen F5lien sollten die in Frrlpe kommenden Komponenten jedoch eigen- 

stiindi_g hR,-\\-ertmiissig erfasst lverden. Unter diesen Gesichtspunkten sind die in den 

Figs. 4 und 5 darzesteilten Chromatogramme zu werten. Sk \erwendcn die in Tabellr I 
angzgebenen 1LIono-. Di- und Trisaccharide. einschliesslich Glycerin und Glycerinal- 
dehyd mit den in den Lesenden angeebenen FlicssmitteIsystemcn_ Xus den beiden 

Chromato~rammen k&men einise fiir die Problemstellung ivrsentliche s)stematischc 

ZusammenhWge abgeleitet \\-erden. 

Fig. 5. Substcmzen ton Tabelk I. Auftragsmrnge je 500 nr‘. Fliessmittel: I-Eutanol-2-Propanol-Borssu- 
reksung (100 mg 20 ml W’asser) (30:jO:tC;. ~kzx!!. p_.tnmer mit Kammrrs~ttigung. SteighCihe: 7 cm. E> 
sei nachgerrqen. dass rin Zusatz 1 on 7 Anteilen Eisessig zu siner berrkhlichm Rcduziarung der Schu .tnz- 

bildunp fiihrt. 
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-I--ABELLE I 

I&-WERT-TXBELLE DER VERBlSDUSGEzX VOX CHRO~IXTOGRXSIM DER FIG. 3 

hR, 
____ 
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69 
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4-z 
51 
5-l 
56 
56 
61 
61 
66 
65 
69 
69 
71 
79 
79 

6dx _\-LZ?;r 

zLrc~rnl!.koi:c,Ir 
I uwso-Insoit 
2 Isomaltir 
a Mdrit 
I Sorbi: 
2 5fannit 
h wdsso-Erythrit 

1 Glycerin 

Tri\s.‘&Iri~~~ 
s RAinok- 

DkZ&iurirfr 
9 Sfciibiose 

IO Trehalow 
11 Lac:uIose 
I1 Gentiobiose 
13 L;tcross 
If PaIatinose 
15 Ccitobiose 
16 XIaltow 
I; Sasharose 

.Vo.wstic-ckurrifr 
IS Galactose 
19 Giucose 
‘0 Fructose 
2I Xlannow 
111 TaIose 
12 Xrabinox 
1-l SO&l02 
‘5 TdgNOX 

‘6 Ribose 
17 XyIose 
25 Fucost 
2s Glyrrinnldehyd 
30 Rhamnose 
31 ‘-Desoxy-o-ribow 

I _ Chronzatogranmr (Fig_ 4) _ Die hR,-Werte der untersuchten Zucker nehmen 
in der Fol_ge Tri-, Di- und Monosaccharide zu. Hierfiir muss eine im umgekehrten 
Sinne laufende Polaritatstendenz verantwortlich sein An der oberen Grenze der Mo- 
nosaccharide liegt Glycerin. Die spezifischen Fluoreszenzen der aufgetragenen Disac- 
charide sind unter sich annahemd gleich, ebenso die der Monosaccharide, letztere 
jedoch wesentlich hoher. 

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

’ -_ Clzronzatogramm (Fig. 5) _ Bei den in gleicher Folge aufgetragenen Zuckem 
zeigen sich im Besonderen bei den Monosacchariden wesentliche hR,-Unterschiede 
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zu Fig_ 5 bei wenig ausgepragter hR,-Wert-Tendenz der Tri-, Di und Monosacchari- 
de. 

ANWENDUNGEN DES VERFAHRENS 

In den folgenden Abschnitten wird an Hand einiger Analysendaten der breite 
Xnwendungsbereich 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 env%hnten Fliessmittelsystemen wurden weitere in den Legenden angegebene 
Fliessmittel verwendet. 

Trennung Ghwsz-Fructose 

Glucose und Fructose neben Saccharose zwei wesentliche Kohlehydrattrager 
diirften analytisch von allgemeinem Interesse sein: So ist Fructose, wenn man von 
einer industriellen Anwendung absieht, haupts3chlich ein in der diCtischen Therapie 
eingesetzter Zuckeraustauschstot Die Verwendung van Invertzucker sowohl zu the- 
rapeutischen Zwecken als such 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 zeitabhsngig 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 mgiml Probe. 

Wahrend im ersten Anwendungsfall eine quantitative Analvse der beiden An- 
teile einer Zweikomponentenprobe erfolgte. zeigt die hier beschriebene Analyse die 

Bohn i 

Fig. 6. Tretmung Glucose-Fructose_ Schicht: HPTLC-Fertigplatte Kiesel~el 60 OF. FliessmitteI: I-Buta- 
nol-2-Propnnol-Borskrelikun g 100 mg!20 ml Wasser (305O:lO). Normallrammer mit KammersXtti- 
gung. SteighiShe: 1 x 7 cm. Steigzeit: a. 90 min. Auftragmengen: Fructose: Bahn 1. 13. Vergleich X5 ng: 
2. 14, Vegleich 570 ng: 3. 15. Vergleich 1110 ng: Glucose: Bahn -I. 16. Veqleich 350 ng: 5. 17. Verglrich 

500 ng; 6. IS. Vergleich 1000 ng. Bahn 7-9. Probe 1~1 (Verdiinnung I: 1000): 10-I 1. Probe 2 ~11 (Verdiinnung 
1:lOOO). 
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Ribose 

Arabinose 

SS-n 1 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 13 14 15 16 

1-E. _ 

quantitati\r: Bestimmung einer Komponente \on 10 \erschiedenen Proben als Einzel- 
an&x. Bci ausreichender izR,-Konstanz fiir die einzelnen Buhntn kann ivie bei dem 
Chromatog_ramm der Fig_ 7 eine Photometrierun, = senkrecht zur chromatographi- 
when Steigrichtung erfoigen. Eventueile geringe Tailingeffekte bxv. Unsymetrien der 
B&guns beeintrschtigen bei ausreichend gew2hlten MessflSchen das Ergebnis nicht_ 
Alit Fig. Y ist die fiir die quantitative Aus\\-ertun, D registrierte Fluoreszenzortskurve 

76 is 14 1312 II TO 9 3 7 6 5 : 3 2 1 

‘:e:g’c.c!?e F:Oben (A.%azs) ss’c! 1 100 Veqletche 

-xx i-30 i co 94 ‘002M)100 

e1?0’002Nl 600-100 200 

‘I 39 23 33 51 
123 57 26 3-Z 24 i7 45 33 1276-S 32 

F-. 
I$_ Y. Fluorr~zsnzortskurxe rtgi>triert smkrecht zur chromatographischrn Strigrichtung und Wcrt&i- 

bells &r Komponcnte Ar;lhinos \on Chromatogramm Fig. 7. 
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der Komponente Arabinose und die dazu Sehiirige Wertetabelle wiederse_e_geben. 
Hingewiesen sei auf die gute Linearitat der Beziehung Messwert-Auftragsmense_ 

Die Anwendung quantitativer HPTLC-Techniken in der Spurenanalytik er- 
folgt wie das Literaturstudium zeigt offenbar nur sehr ziisernd. Dies ist um SO er- 

strtunlicher weil das Verfahren gerade auf diesem Sektor wesentliche Vorteile besitzt: 
Erreichbare hohe FleckbeleyrSen in SonderfZllen bei Auftragsvolumina bis zu 20- 
50 ~1 und Derivatisierungsmijglichkeiten in LGsung yor der Chromatographie und in 
situ. Ein Chromatogramm fur die quantitative Analyse von Ribose in diesem Kon- 
zentrationsbereich zeigt Fig. 9. Die photometrische Registrierung, bier parallel zur 

chromatographischen Steigrichtun g. dreier Probebahnen (Bahn 1.5 und 7) und einer 
Vergleichsbahn (Bahn 4) sowie die entsprechende Wertetabelle gibt Fig. 10 wieder. Es 
sei zus3zlich vermerkt, dass eine wesentliche Verbesserung der NachweisSrenze 
durch eine bandfiirmige Auftragung zu erreichen ist: Die verbesserte Trennung er- 
laubt 2-B. fur Probe PZ die Photometrierung mit vvesentlich hiiheren photometrischen 
Verstarkungsparametern und damit einem entsprechend grosseren Ribose-Signal_ 
Fur eine Festlegung der Nachweisgrenze selbst sind die statistischen Gesetzmassigkei- 
ten anzuwenden. 

Das in Fig. I I wiederge,egebene Chromritogramm sol1 aufdie lMiiglichkeiten der 
vergIeichenden visuehen BeurteiIung von lluoreszierenden Chromatogrammen z.B. 
im Bereich von Fabrikationslaboratorien hinvveisen. Neben hinreichenden auf hR,- 

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig. 9. Trennung _L\rdbinox-Ribose. Spursnannl>x van Ribosr. Schicht: HPTLC-Alufolie Kirselgei 60 
oF. Fliessmittel: Essi~ure~th\lester-Pvridin-Tetnlh?drofumn-Wasssr-Eissssig (50:1?:15:15:_0. Nor- 
malkzunmer mit KrtmmeGittigung. Steiphijhe: 1 x 7 cm. Sreigzeit: -25 min. 



R. KLAUS. J. RIPPHAHN 

asouq21v 



TLC VON ZUCKERN, ZUCKERSffUREN UND POLYALKOHOLEN 109 

Werte sestiitzte Kriterien der Identitatspriifung erbringt das Chromatogramm maxi- 
male Informationen iiber die Zusamrnensetzung der verschiedenen Proben. Hier sei 
im besonderen der geringe fiir die Gesamtanalyse erforderliche Zeitaufwand fiir der- 
art&e Beurteilungen erwahnt, ein fur Fabrikationsanalysen wesentlicher Gesichts- 
punkt. 

Die mit dem Fliessmittel der Fig. 11 erreichte Trennung IMannit-Sorbit ist fiir 
Auftragsmengen beider im ,!g-Bereich noch ausreichend. Fiir wechselseitige Spuren- 
analysen der beiden Zuckeralkohole besser geeignet sind die fur das Chromatogramm 
der Fig. 12 benutzte Fliessmittelsysteme. Aus der photometrischen Auswertung des 
Chromatogrammes resultiert ein Mannitgehalt von 0.90~~. Fur die Analyse ist eine 
Standardab\veichung des Mittelwertes S, zu 5 7; bei II = 4 ermittelt worden. 

3or :.A-, _ Priificq ar!f‘ G[l.cole, _\fono-. Di- INFIX Trisaccharide 
Eine Abhangigkeit der hR,-Werte von der chemischen Konstitution von Ver- 

bindungen die ihrerseits einer sewissen Systematik ehorchen kann nicht selten fiir 
eine quantitative Xnalyse ausu,nutzt lverden. Die gezielte Anderung van Fliessmit- 
teln oder Fliessmittelzusammensetzungen liefert dariiberhinaus die IMiiglichkeit AR,- 
Wert-Bereiche den Bediirfnissen entsprechend zu spreizen. Die in diesem Anwen- 
dungsfall beschriebene Analyse macht hiervon Gebrauch. Im einzelnen handelt es 
sich urn die quantitative Analyse van in Sorbit eventuell nachzuweisenden Glycolen 
wie &hylenglycol_ Propylenglycol. Butylenglycol bzw. Glycerin und der Mono-. Di- 
und Trisaccharide. 

Eahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Fig. I I. Trennung Sorbox-Glucose-Sorbir-Xkmnit. Schicht: HPTLC-Xlufolie Kieselgel 60 OF. Fliess- 
mittei: Essi~~ure~thq-lcjter-P~riJin-Wusxr-Ei~essi~-Propion~~ure (50:50:105:5). Xormalkammer mit 
Kammers%tigung. Steighiihe: 2 x 7 cm. Steigzeit: Z x 10 min. Auftr.qsmen~en: Bahn 1. 13_ Vergleich 
Glucose 1 pg; 2, I-!, Verglrich Sorbose 1 p-_- m- 3_ 15. \‘rr$eich Mannit IJL~: 4. Probe Sorbose 11 pg; 5. Probe 
Sorbox; 6. Probe Sorbose: 7. Probe Sorbit, 12 pg; S. Probe Sorbir; 9. Probe Sorbit; 10. Probe Glucose 10 

pg: 1 I. Probe Glucoser I?_ Probe Glucose: 16. \‘rrglrich Sorbit I {lg. 
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TXBELLE 11 

RECHXER PROTOKOLL ZCR SThTISTISCHEX GLYCERINBESTI~ISlC?.Ci Ih SORBIT VOS 
CHRO~lhTOGR.4M~f DER FIG. I; 

IS 

17 

-Glucose 

-Sacchorose 
-Sorbit 

Bahn 1 ii 3 5 6 7 

Fig. 1-I. Trennung Sorbit-Mono-. Di- und Trisaccharide. Schicht: HPTLC-Xlufolie Kieselgel 60 oF. 
Fliessmittel: Essigsiure~thvlester-P~ridin-Wasssr-Eis~sig-PropionsSure (50:50:10:5:5). Xormnlkammsr 
mit Kammertittigung. Steigh6he: I x 7 cm. Srsigzeir: 40 min. 
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gleichsbahnen lediglich eine Probe fir eine statist&he 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 dazugehijrige Rechnerprotokoll 
wieder. Neben den aufgetragenen Substanzmengen sind in diesem die von den Regi- 
strierparametem abhingigen, mit den Bahnabstgnden korrespondierenden Zeiten, 
sowie die FIuoreszeuzintegraleCF,(mV - set) vermerkt. Die weitere Berechnung liefert 
einen Glyceringehalt in der Probe Sorbit von 242.5 ng/2 ~1 Auftragsl6sung enr- 
sprechend O.22o/0_ Die Fehlerrechnung ergibt: Standardabweichung des Einzelwertes 
S,, CQ. 10 ng, S,,, z 4.3 %_ Die zu erwartende Standardabweichung des mittelwertes 
betragt (SJrc, * 1.3 7;. 

Sumrnet2-Best~~~nlun~ell in den hR,-Bereichen Tri- urtd Disaccharide brw. Mono- 
succhuride. Die Analyse dkr weiteren in der Probe als Verunreinigung nachzuweisen- 
den Kohlehydrate beschriinkt sich auf eine rein mengenm%ssige Ermittlung ohne eine 
Identifizierung der Komponenten im Einzelnen. Unter Beriicksichtigung auf die zu 
Fig. 4 gemachten Angaben bietet sich bei Anwendung des betreffenden Fliessmittels 
die Maglichkeit Summenanalysen im Bereich der IMono-, Di- und Trisaccharide vor- 
zunehmen- Fig_ 14 zeigt das hienu angefertigte Chromatogramm, Fig. IS die regi- 
strierten Fluoreszenzortskurven zweier Vergleichsbahnen ebenso zweier Probebah- 
nen einschliesslich der dazu gehBrigen Wertetabelle. Zur quantitativen Bestimmung 
werden sowohl die zwischen Glycerin als oberer hR,-Wert-Begrerzung der Monosac- 
charide und Sorbit als such die zwischen Sorbit und der Auftragung gelegenen 
Fluoresenzen der einzelnen Komponenten addiert. tinter Bezug auf die spezifischen 
Fluoreszenzen von Glucose als Vergleichssubstanz fur den Bereich der Monosaccha- 
ride und Saccharose fiir den Bereich der Di- und Trisaccharide resultieren die in 
Tabelle III zusammengefassten Einzeiwerte der beiden Proben. 

TABELLE 111 

WERTETABELLE DER SU,Cf~MENBESTIRf,MtiNG VON BESTANDTEILEN VON SORBIT VON 
CHROMATOGRAMM DER FIG. 14 

__~_ ___. 
In2 hR,Se&ch 

Di- tutd Trisaccharide Slonosacchuride 
- __.___ 

Iiegende Kompottenrett berechnet als 

Saccharose (:I;) Glucose i%) 

Probe 2975 

Einzelwerte 13.3 0.9 
15.2 0.8 
14.6 0.9 

Mitelwerte 14.4 0.9 

Probe 3567 
Einzelwerte 14.0 2.0 

15.0 2.1 
14.6 1.9 

bfittelwerte 14.6 3-O 



Ffiessmittelfrmt I 
Rhamnose 

Trehalose 

Auftrawmq - _ - 
B=hn i 2 3 4 5 6 7 8 9 

Fig. 16. Trwnung im Bcreich h(iherer Oligosaccharide. Schicht: HPTLC-Fertigplatte KG 60 OF HPTLC- 

A!uf~lis KG 60 OF. Fkzsmitrrlr I-Propzmol-Xitromerhan-Wasse-Ekes+ (50:30:X:1 !_ Normalkammer 

ohns K;ammersiittigun~I_. Strighiihe: 1 x 7 cm. Strigzrit: 2 x 45 min. Auftragung bandI&nig mit hiikro- 
krtpillare 5 p!. .Auftm~smen~sn: Bahn I--! und 69. Proben jc 20 ~c_e; Bahn 5, Vergleich Mono-Di-Trisac- 

chxidc Cjs 1.25 .ug) und Terrxw. Heptaosct cjt 5 .ug). 
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Steigrichtung . 
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Fig. 17. Fluoreszenzortskunsn dcr Bahnsn 3 und 6 \on Chromato@mm Fig. 16. Fim = Riessm~tel_ 
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Attalysett im Bereich hiilterer Oligosaccllaride 
Die beiden unter Sorbit, Priifutg attf Glycole, Motto-, Di- tmd Trisaccharide 

angewandten Fliessmittel ergeben sowohl eine ausreichende hR,-Dispersion fur die 
Substanzklasse der Glycole als such der Mono-, Di- und Trisaccharide. Fur Analysen 
im Bereich hiiherer Oligosaccharide eignet sich das in diesem Abschnitt vorgeschlage- 
ne Fliessmittel. Fig. 16 zeigt das fiir die eine qualitative und halbquantitative Analyse 
vorbereitete Chromatogramm. Der Vergleich setzt sich aus drei Monosacchariden, 
zwei Disacchariden, zwei Trisacchariden, einer Tetraose und einer Heptaose zusam- 
men. Das stark fluoreszierende Band in den Proben nahe der Fliessmittelfront wurde 
als Glycerin nachgewiesen. Fig. 17 gibt die Fluoreszenzortskurven einer Probebahn 
und der Vergleichsbahn wieder. 

Auswertung: Die aus der Vergleichsbahn resuhierende hR,-Abhangigkeit der 
Oligosaccharide liefert zunachst eine Miiglichkeit zur naherungsweisen Identifizie- 
rung der Komponenten der Probebahnen. Fig. 18 zeigt diesen Zusammenhang. Die 
auf der Abszisse zusatzlich vermerkte Zahlenfolge fiihrt als Vielfaches des lMolekular- 
gewichtes van Glucose zu den Ohgo-Naherungswerten der Probenbahnen. 

Fur eine mengenmiissige Abschatzung der identifizierten Probenkomponenten 
ermittelt man zusatzlich die spezifischen Fluoreszenzen der verschiedenen Olipoberei- 
the von Vergleichsbahnen. Aus der Tendenz dieser spezifischen Werte resultieren 
schliesslich die Faktoren die eine halbquantitative Analyse erlauben. 

10’ 

hRF 

10' 

i8Oxl 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
, I I ’ I ,a I ’ 0 

!330 Xi00 1500 
Molekulargewicht 

Fig. 1% Versuch einer niihertmgsweisen MoIekulluSe~~~chtsbtimmung van Oligosacchariden aus deren 
hR,-Xbh5ngigkeit. 



Fig i9. Trennung Giucoe f Fructose-Saccharose-Glycerin_ Schicht: HPTLC-Ferti_eplatten Kicsrl_geI 60 
OF. HPTLC-Aiufolic Kieseigel 60 OF. Fliessmittel: Essigsiure$thyIester-Pyridin-Wasser-Essi@urc- 
Propionsr7urt.z (50:50:10:5:3). ~orm;llkammer mit Kammerslittigung. SteighhBhe: 1 x 7 cm. Stsigeit: ca. 
-?5 min. 

Fin _~ 20. Trennung Fructose f Sacccharose-Glucose-GIyxrin_ Fliessmittel: I-Butanol-Z-Propanol-Bor- 
tiurcisp. 100 mg 20 mi Waser-Eisessig (30:30:10:2). Sormrtlkammer mit Kammersrtttigunp. SteighBhc: 
1 x 7 cm. Stcigixit: cu. 90 min. 

.___ _. 

Frucrosr Glllc-osr 
-- ~~--..__--____--_~~ ___ 

Sadwrosc G!tn3in 
__---~---_-____ 

Bahn I 15 VergIeich 
B&n 1 i6 Ver_elcich 
Gahn 3 17 Verdeich 
Balm -? IS Ver&ich 

300 600 

Bahn 5 10 Proix Fants (Vcrdiinnung L :IO) 
Bahn 6 1 I Prok Bier (Verdiinnung 1110) 
Bahn 7, !I Prolx Sios-lwein (Verciiklnung 1:lOj 
Ba!zn S 13 Probe Siid\\ein (Verd&mung 1:10) 
Bahn 9.‘11 Pro& Rheinaein (Verdiinnung I : 10) 

500 1000 
255S’Si 15 

1os.s15 
100:500 nl 
100~500 nl 
100:500 nl 
100,500 01 
100.~500 nl 
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Der dtinnschichtchromatographische Nachweis van Glucose. Fructose und 
Saccharose in Getr5nken 2-B. in alkoholischen Get&ken wird nicht nur durch seine 
quantitativen Moglichkeiten bestimmt, vielmehr ist die TLC-Methode in qualitativer 
Hinsicht das einzige Verfahren. welches die getrennten Komponenten sowohl als 
Messwertsignal als such effektiv als Substanz dokumentiert. 

Fiir die Analyse van Wein, Bier und Limonade wurde urn tine relativ grosse 
Anzahl von Vergleichen und Proben bewerten zu kijnnen such in diesem Anwen- 
dungsfall eine Punktauftragung der Bandauftragung vorgezogen. Die Problemstel- 
lung verlangt nicht unbedingt die Ausnutzung dieser zusatzlichen Verbesserung des 
chromatographischen t\ufliisungsverm6gens. 

Das fiir das Chromatogramm der Fig. 19 verwendete Fliessmittel ergibt eine 
ausreichende Trennung fiir die Kbmponenten Fructose -i Glucose und Saccharose 
bzw-. Glycerin_ Die quantitative Auswertung fiihrt bei gleichen spezihschen Fluores- 
zenzen von Glucose und Fructose somit zur Summe der beiden Monosaccharide 
neben den Anteilen Saccharose und Glycerin. Zusatzliche quantitative Angaben fiir 
Glucose bzw. Fructose erhalt man schliesslich durch Auswertung des Chromato- 
grammes der Fig_ 20. 

Tabelle IV fasst die fiir die verschiedenen Proben ermittelten Werte zusammen. 

TXBELLE IV 

WERTETXBELLE DER XNALYSE VOX SACCHAROSE. GLUCOSE. FRUCTOSE UND GLYCE- 
RIN IN GETRAXKE!. 

___--- 

Fanta 
Bier 
Moxlaeir? 

Siiduein 
Rhrinmrin 

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

Kohleiiiz~drate 
L( +-)-Arabinose fiir biochemische Zwecke 
L( -)-Arabit fiir biochemische Zwecke 
Adonit (Ribit) fur biochemische Zwecke 
Arabonlacton 

Art.Nr_ 1491 Symbol Ar 
10173 At 

852 Rt 
AL 



I IS 

D-Gluconsaure Kahumsalz (Gluconsaure) 
D-Gluconsaurelacton fiir biochemische Zwecke 
Lysose 
D( - )-Ribose fir biochemische Zwecke 
Ribonlacton 
D( + )-Xylose fur biochemische Zwecke 

Reagenzien f%- Fiiessmitrei md Tarrrl~li~~si~keit~~l 

BorsCre krist. zur AnalYse 
Blei(IV)-acetat (Essigsaure feucht) z.S. 
2’_7’-Dichlorfluorescein zur Analyse 
PhosphatputTer pH 6.55 
1 :V Natronlauge 
Indikatorpapier pH 5-10 
%hanol abs. zur Xnalyse 
AthylmethYlketon zur Analyse 
I-Butanol zur Analyse 
EssiSsaure 100 “,, zur Analyse 
Essigs5ure2thYlester zur Riickstandsanalyse 
Xlethanol zur XnalYse 
Kaphthalin-diol-1.3 zur Analyse 
l-Propanol 
PYridin getrocknet zur Anal> sc 
Sch\vefels3urc 95-97 “,, zur Analyse 
Tetrahydrofuran zur XnalYse 
Toluol zur Analyse 

L-2 1 Ar;LbiL (40 mg 10 ml) 

1 Ribit 1-W rns IO ml) 1 
3 Arabonlacion (30 mp 10 ml) > 

(II!) 

4 Ribonlacton (40 mg !O ml) 

L-3 GlUIXXlSiUrC? 

L-4 GluamCiure!xron 

Probe 

(20 mf 10 ml) 

(20 mg 10 ml) 

CO mg 10 ml! 
(10 me 10 ml) 

(20 mg 10 ml! 
CYJ .mc 10 ml) 

(100 rng 10 ml) 

(20 mg 10 ml) 

(10 mg. 10 ml) 

(10 mp 10 ml) 
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287 G1.S 
25s Glsl 

LY 
7605 Ri 

RL 
5689 XY 

Art.Nr. 165 
SO741 s 

9676 
7294 
9137 
9533 

972 
970s 
1990 

63 
10972 

6009 
6?53 -- 
9634 
7463 

731 
973 1 
Si35 _- 

.~r!lml~~IJI~lI~e,r , ,q, 

I00 Id -‘oo trl 100 121 

200 100 so0 

‘00 400 so0 

100 :oo so0 

200 -loo SO0 

‘00 400 SO0 

100 400 so0 

1000 X00 -lOGO 
100 400 SO0 

200 400 SO0 

100 400 so0 

Einwxage und Xuftragsvolumcn nach den Vergleichsmengen V 1-Y 4 wiihlen. 
Bei System 1 und 2 konnen Auftrqsvolumina bis 2 1~1 angewandt werden. bei System 
7 sollten 400 nl nicht iiberschritten werden. 2 
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L&mgsn~itteI_fZir Vergleiche rmd Proben 
Methanol-Wasser (82) 

Haitbarkeit zer &%mgen 
V 1 mehrere Monate 
V 2/l und 2 mehrere Donate 
V 2/3 und 4 t@ich emeuem 
V 3 tlglich erneuem 
V 4 tiiglich emeuem 

Die anzuwvendenden Auftragsliisun~en V I-V 4 und die Anzahl der Eichpunk- 
te 100. 200, 400 nl sind der jeweiligen Problemstellung anzupassen. 

Ch-omatographie 
SJ-stem I. Im Wcsentlichen gekennzeichnet durch die Trennung Arabinose- 

(Ribose + Xylose f Lysose) (Chromatogramm, siehe Fig. 21). 
S_rstern 2. Wesentlich ist die Trennung (Arabinose + Ribose) van (Xylose + 

Lysose) (Chromatogramm, siehe Fig. 22). 
S~sre~n 3. Vollstiindige Trennung Arabinose-Ribose-Xylose-Lysose (Chro- 

matogramm, siehe Fig. 23). 
Eine Zusammenstellung der hR,-Werte samtlicher Komponenten fiir die drei 

Fliessmittel zeigt Tabelle V. 

System 1 

Fig_ 11. Teil-Trennung eines Cemisches 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 10 cm. Bahnabstandr 10 mm mit einer Blindbahn. Fliessrnittcl: Essi@lure~thyles:er-Pyridin- 
Tetrahydrofuran-War-Essigsiiure (50:22:15:15:4). Normalkammer mit KammersittiSung. Steighiihe: 
1 x 7 cm. Stei_geit: 40 min. Derivatisierung: in situ-Reaktion. Tauchfliissigkeit: Bleitetraacetat, gesattige 
Losung in Eisessi~-2_7-Dichlorfluorescein 1 g/l00 ml fthanol-Toluol(5:5:100. v;v,Iv). Platte oder Folie 10 
set tauchen. mit Warrnluftfdn trocknen. 
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System 2 

. 
v2 v3 v4 

400 r.1 

Fit, --) Tcil-Trennun~ sines Gcmischcs xon Kohlrhydrutcn spcziell (Xrabinose f Ribosc)-(_X>Iosz T =- --- 
L>\otii nnch S\stcm 2. Schicht: HPTLC-Frrtigplatts KG 60 oF_ 10 x 20 cm: HPTLC-Alufolie KG 60 
oF. 10 x 20 cm. Bahnabsrand: 10 mm mit einsr BImdbahn_ Fliessmittel: I-Butanol-Z-Propanol-Borsau- 
:cls~_. 100 rns 20 m! \Vasser-Eise&g (3050: 1O:St. Sormaikammer mit Kammersiittigung. Steighohc: 1 x 7 

cm. Srciczsit: 90 min. Deri~atisisrung: in xirn-Rcaktion. Tauchfliissigkcit: Bleitetraacctat gcjittigtc Losung 

in Eish;ig-‘_T-DichIorfIuor~scein I = '7 100 mI .%hanoI-ToIuoI (5:5:100. 1 1 1). Platte oder Folie IO SLY 
rauchcn. mit WarmIuftiZt trocknsn. 

v1 

200 400 nl 

Fio -‘7 -_. -_. Teil-Trennung eines Gemisches \on Kohlehydraten speziefl Xrabinose-Ribose-Xylose-Lyxose 

nach S>ste_m 3. Schicht: HPTLC-FertigpIatte KG 60 F2s4, (wasserfesr). Impnignierung: Phosphatpuffer 
pH S PIatre ca. IS set tauchen anschliessend im Trockenschrank bei IlO’C 30 min trocknen. Herstellen der 
TauchlIiirsigkeit: Phosphor-Puffer pH 6.8s tropfenxeise mit 1 :V NaOH bis pH Y einstel!en (lndikatorpa- 
pier). Bahnabstand: 10 mm mir sitter Biindbnhn. Fiicssmittel: hiethvllthalkston-Essig~ure-Bo~urels~_ 

gtitrigt (9O:lO:lO). ~ormalkammer mit Kammersattigttng. Stei?hBhe: Z x 7 cm. Srei_gzeit: Z x 25 min. 
Deri\atisierung: Ur siru-Reaktion. Tauchfliissigkeitr ~aphthalm-diol-1.3 (0.2?,, in Athanolj-H=SO, 

(10 “,i& ( 1 I I)_ Taxhzsir: 15 sec. Sachtzhandlung: Trockenschrank I 1O'C. 10 min. 
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TXBELLE V 

I&-WERT-TABELLE DER VERBINDUSGES VON DEN CHROhlXTOGRAMMEN DER FIG. 
xl-z!2 

.Arrihinox 
Ribose 

s> lose 

Lyxosc 
Xrabit 
Ribit 
Xrabonlacton 
Rihonlacton 
Glucons2ure 
GluconsSursIacton 
- _ - 

16 32 
46 65 
56 41 
56 69 

IS 

5-I 

76 
61 

5 
43176 

Pl~oro~?letl-ic~r-~lt~~ 
S\:Yre!n I 1rd 2. Fia =. 3 gibt die Lichtfiihrung fiir die Fluoreszenzmessung der 

Platten ; on Fis_ 2 1 und 22 wieder. Weitere photometrische Daten: MessGche: 6 x 
0.2 mm: Registrierungsgeschwindigkeit: TLC-Platte_ 30 mm!min: Papier. 30 mm 
min: Re&rierrichtung: parallel 1.11 Steigrichtung Schreiberspannung: 20 mV. Xls 
Messgiisse \vird das Fluoreszenzintegral Fxy im Wellenl~ngenintervall 3SO < i < 
700 nm \erwendet_ Dieses kann bei der Registrierung der Fluoreszenzortskur\e aus 
dem Schreiberprotokoll bz\v_ aus den EDV-Werten entnommen lverden. Rechen- 
g&se ist die iiber belegte Zone inteprierte Messgriisse (PeakMche) ZF,,. 

Swe~~z 3. Mit Fig. 34 lvird neben einigen photometrischen Daten fiir die Ab- 
sorptionsmessung der Platte van Fi 2.23 wiederum die entsprechende Lichtfiihrung se- 
zeigt. Fig. 25 kisst die Trennung Arabinose-Ribose-Xglose-Lyxose erkennen. Mess- 
griisse ist in diesem Fall das logrithmisch registrierte Remissionssignal log R5Jbnm_ 

Als Rechengriisse lvird die iiber die belegte Zone integrierte lLIessgriisse (Peak!I%che. 
Absorptionsintegral) CL3 log RSlh nm eingesetzt. 

Die Berechnung der Komponentenmen~en in den Proben erfolgt mit den 
Funktionen 

Umlenkspiegel Monochromator Hg-Brenner St 41 

_I = 546.1 nm 

HPTLC-Chromatogramm 

Fig_ 24. Strahlengane ftir Absorptionsmessungm. &ks&iche: 6 x 0. I mm. Rsgisr~eresschwindi~~eit : 

TLC-Platte. 50 mm, &in: Papier. 30 mm’min. Registrierrichrung: pnrallsi zu St+igichtun_e. Schreilxrspan- 
nung: 100 mV. 
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4 
Steignchtung : 

I 

4oonl IA~firags- 
* v&men 

Aixorptionskurven Verglekhe V, vcn System 3 

Fig. 25. Trsnnung _L\r;lbinose-Ribose-_~~lo~-Lvxox xon Chromarogmmm drr Fig 1% 

Messgrosse bzw. Rechengriisse = f (Auftragsmenge der Vergleichssubstanzen) 

Diese k&men sowohl graphisch als such mit einem elektronischen Auswertsystem 
ermittelt vverden. Weisen Chromatogramme abweichende FIeckformen auf. so&e un- 
ter allen Umstanden mit der Grijsse EF,, gearbeitet werden. 

Koin=iden=eil 
Sofern nicht wegen des grosseren chromatographischen Aufivandes von Sy- 

stem 3 mit diesem gearbeitet wird. konnen Koinzidenzen von Arabinose, Ribose, 
,YyIose und Lysose in System 1 und 2 nach dem angegebenen Selektivierungsschema 
der Tabelle VI eliminiert werden. Dies wird durch gleiche spezifische Fluoreszenzen 
der vier Verbindungen ermi@icht. Andererseits sind Summenanalysen z-B_ von Ara- 
binose + Ribose bzw. Xylose •l- Lysose in vielen Fallen 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 
Svstem 1 bzw. 2 und 3 kann. wenn erforderlich. eine Arabit-Ribit-Korrektur erfolgen. 
E&e zus%zliche Differenzierung zwischen Zuckern und Zuckeralkoholen erreicht 
man dariiber hinaus durch Erhitzen der Platte oder Folie fiir CCI. 15 min bei CCI. 
16O=C”_ 
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TABELLE VI 

HINWEISE AUF KOINZIDENZEN BE1 DEN CHROMATOGRAMMEN DER FIG. 20-22 

0 = In Auftragsliisung anwesend; x = in Auftragsl&ung anwesend, analysierbar ohne Koinzidenz; 0 
= in Auftragsliisung nicht anu-esend; x - x = chromatographisch bedingte Summenbildung_ 

_4r L-l Ri At Rt AL RL GlS GISl S_wenz 

; 
x 

x 

X 
.~ 

0 
0 

X x x 2 2 0 0 0 0 3 
x--x-x x x x x 1 
x-x-x 0 0 X X X X 1 
0 x 0 : 0 x x 
x--x X X X ;; X ; : 

____--___ 

X ----_X_----__X X X X X X 1 

0 0 0 0 x x x x 2; 2 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es werden die Miiglichkeiten einer quantitativen itz sitrr-fluorimetrischen Ana- 
Iyse van Zuckem und Diolen mit mehreren Beispielen beschrieben. 

Zur chromatographischen Trennung werden mit Kieselgel 60 beschichtete 
HPTLC-Fertigplatten oder mit wesentlichen Vorziigen HPTLC-Alufohen verwen- 
det. Fiir den Nachweis wird eine vorwiegend auf Kicselgelschichten beschrankte itz 

sitrr-Reaktion durchefiihrt, welche fiir alle Zucker, Zuckeralkohole, Zuckersauren 
und Zuckerverbindungen zu Fluoreszenzen mit anrtaherend iibereinstimmenden 
Fluoreszenzspektren fiihrt. Gegentiber den such auf Celluloseschichten anwendbaren 
Anfarbemethoden 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-Heso- 
sen sollten jedoch zusatzlich mit Hilfe gangiger Anf’drbemethoden 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 Benzyliden-d-sorbit kijnnen die durch die Aktivierung nach- 
weisbaren Mengen durch eine UV-Absorptionsmessung des Phenylrestes des Mole- 
kills hest%tigt werden. Je nach Anzahl der Phenylgruppen im Molektil ergtinzen sich 
beide Methoden messwertm5ssig_ Eine HPTLC-chromatographische Trennung z- 
Acetyldigosln-&Acetyldigosin l&W 3 verschiedene Nachweismethoden zu: Neben 
dem UV-Absorptionsphotometrischen Nachweis bei 225 nm eignet sich der fluoro- 
metrische Aglyconnachweis mit Chloramin 1. Beiden tiberlegen ist jedoch die Di- 
chlorfluorescein-Derivatisierung der Zuckerkomponente. 

Die Grenzen der HPTLC-chromatographischen Methode werden dann tiber- 
schritten, wenn eine zufi-iedenstellende Identifizierung der einzelnen Komponenten 
der Probe nicht mehr gewahrleistet ist. 
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