
1973 W. A.  Kiinig, H.  Bauer, W. Voelter und E. Buyer 1905 
Chcni. Ber. 106, 1905-1919 (1973) 

Gaschromatographie und Massenspektrometrie 
trifluoracetylierter Kohlenhydrate 

Wifiied A .  Konig *, Herrnann Bauer, Wolfgang Voelter und Ernst Buyer 

Chcmisches Institut der Universitat Tubingcn, D-7400 Tiibingcn, Auf der Morgenstelle 

Eingegangen am 22. Januar 1973 

Zucker werden im Mikrogramm-Maflstab in die Per(trifluoracety1)-(TFA)-Derivate iiber- 
gefiihrt, die anschlicl3cnd gaschromatographisrh-massenspektrometrisch identifiziert werden. 
Die Massenspcktren zeichnen sich durch relativ iibersichtliche Fragmentierung aus. Eine 
Unterschcidung von Aldosen und Ketosen sowie von Pyranosen und Furanosen ist durch das 
Auftreten einiger intensiver Fragment-lonen im oberen Massenbereich gewahrleistet. Die 
erstaunlich hohe Fluchtigkeit macht die TFA-Derivate besonders gut gceignet fur gas- 
chromatographische Untersuchungen. Das Anomcrengleichgewicht der Zucker wird bei 
der Umsetzung zu Trifluoracetylderivaten in den meisteii Fallen iiicht verlndert. Das Frag- 
mentierungsverhalten von trifluoracetylierten Desoxyzuckern, Methylglycosiden und von 
Disacchariden wird ebenfalls diskutiert. 

Gas Chromatography and Mass Spectrometry of Trifluoroacetylated Carbohydrates 

The trifluoroacetyl (TFA) derivatives of sugars are synthesized on a microgram scale and 
subsequently identified by means of gas chromatography and mass spectrometry. The mass 
spectra show easily interpretable fragmentation pathways. Aldoses and ketoses as well as 
furanoses and pyranoses can bc distinguished by a number of intense fragment ions in the 
high mass range. The surprisingly high volatility of the TFA dcrivatives makes them well 
suited for gas chromatography. In most cases the equilibrium of anoniers is not cffected by 
the formation of the TFA derivatives. The fragmentations of thc trifluoroacetyl derivatives of 
deoxysugars, methyl glycosides, and disaccharides upon electron impact arc discussed. 

Die Identifizierung von Kohlenhydraten ist ein fast alltiigliches Problem der 
analytischen Naturstoffcheniie, da Zuckerreste Bestandteile zahlreicher natiirlicher 
0- und N-Glycoside (Antibiotica, Farbstoffe, Nucleoside) sind. Die Zucker treten 
in einer grol3en Vielfalt von Konfigurations- und Konformationsisomeren auf, 
die sich in ihren chemischen Eigenschaften nur  wenig unterscheiden und sich zudem 
leicht isomerisieren. Diese Eigenschaften erschweren eine sichere Identifizierung. 

Die Strukturanalyse wurde bisher meist mit chemischen oder optischen Methoden 
wie Polarimetriel), optischer Rotationsdispersionz) oder Circulardichroismus3) 
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versucht. Neuerdings 1 en sich mit den verschiedenen Methoden der Kernrewnanz, 
7. B. 11 1-iVMR4.5), 19l--NMR6) oder *3C-NMR 7 ) ,  Konstitution und Konformation 
der Zuckcr in Lbsung einigermalkn ~uverl8ssig bestimmen. 

Auch die Gaschromatographie und Massenspektrometrie sind 7ur Analytik der 
Kohlenhydrate mehrfach eingesetzt worden. Es ict dazu n6tig, die Zucker in u n a r -  
set7t verdampfbare Ikrivate ~u uberfiihren. Als erste habcn Buyer und Witsch8) 
trimethylsilylierte und Buyer und Widder '1310) permethyljerte Kohlenhydrate gaa- 
chromatographisch untersucht und dabei vcrschicdene Konforrnationsisomcrc 
getrennt. Sweeley et al. 11) berichteten ausfuhrlich uber die Gaschromatographie der 
Trimethy-lsilyl-Derivate von Zuckcrn. Die Problematik der Zuordnung der GC-Peaks 
zu bestimmten Konformeren und 7u den Pyranose- b7w. Euranose-Fornien kommt 
in dicscr Arbeit klar Lum Ausdruck. Die Anwendung der Massenspektrometrie 
ermoglicht hingegen in vielen Fallen eine Unterscheidung der verschiedenen Iso- 
meren, wie die Ergebnisse einer eingehenden Untcrsuchung von Heyns et al. 12) an 
permethylierten Kohlenhydraten, von Biemumz el al. 13) a n  acetylierten und von 
De Jorzgh et  al. 14) an Trimethylsilyl-Derivaten von Zuckern zeigten. 

Zur Herstellung fluchtiger Derivate findet in der Naturstoffanalytik neben der 
Silylierung die Bildung von Trifluoracetyl(T1 A)-Derivaten 15-17) vielfachc Anwen- 
dung. Auch Zucker lassen sich durch Trifluoracetylierung in die entsprechenden 
Trifluoracetate uberfuhren. 

Vdkus et al. 18) haben gezeigt, &a[!, die TFA-Derivate der Zucker wesentlich fluchti- 
ger sind als die Trimethylsilyl-Derivate. Dennoch hat die Trifluoracetylierung von 
Zuckern fur analytische Zwcckc bisher keine allgemeine Anwendung gefunden, 
denn die gebrauchlichen Reaktionsbedingungen fuhren, ahnlich wie bei der Per- 
methylierung, /u Verlagerungen der lsomerisierungsgleichgewichte. Verwendet man 
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1 

z. B. eine Mischung von Dichlormethan irnd Trifluoracetanhydrid fur die Umsetzung 
von Galactose, so erhalt man im Gaschromatogramm vier Peaks, die sich auf Grund 
ihrer Massenspektren den Pyranose- und Furanose-Formen zuordnen lassen (Abb. 1). 
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Abb. la. Gaschromatogramm von TFA-Galactose. Saule 2 m, Glas, 10% Dexsil 300 auf 
Supelcop3rt X0- 100 mesh, 6 5 T ,  Temperaturprogramm 4"C/min. Derivatbildung ohne 

P y r i d i n 
I und 3 - Pyranoside, 2 und 4 = Furanoside 

Abb. Ib.  Gaschromatogramm von TFA-Galactose. Saule: wie Abb. la, 115°C isotherm. 
Derivatbildung mit Pyridin-Zusatz 

Abb.  lc. Gaschromatogramm von TFA-Galactose. Saule: wic Abb. la, 120°C isotherm. 
Derivatbildung mit fester Galactose unter Pyridin-Zusatz 

Es ist aus Untersuchungen mittels anderer Methoden bekannts), daB Galactose in 
fester Form nicht diese Zusammensetzung hat. Folglich muB angenommen werden, 
dafi die Reaktionsbedingungen bei der Trifluoracetyherung zu einer Isomerisierung 
fuhren. 

Es ist uns gelungen, durch Verwendung einer geeigneten Mischung von Trifluor- 
acetanhydrid, Dichlormethan und Pyridin eine schonende Derivatisierungsmethode 
im Mikrogramm-MaBstab zu erhalten, die in den untersuchten Fallen das vorhandene 
Isomerengleichgewicht entweder iiberhaupt nicht oder nur unwesentlich verandert. 
Dies laBt sich be] der Untersuchung fester Zucker (Abb. lc) oder von Zuckerlosungen 
nachweisen, die sich im Mutarotationsgleichgewicht befinden (Abb. lb). Die hier 
gefundenen prozentuaIen Gleichgewichtsanteile fur die verschiedenen Anomeren 
stimmen weitgehend mit den Werten uberein, die mit anderen Methoden ermittelt 
wurden (Tab. 1 ). Es wird hier unterrucht, inwieweit es moglich ist, durch kombinierte 
Gaschromatographie und Massenspektrometrie von Zucker-Trifluoracetylderivaten 
die Struktur und RinggroRe von Kohlenhydraten zu identifizieren. 
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Tab. 1 .  Gleicligewichtskonzentration verschiedener Zucker in wiiljriger Lijaung 

Andere Methouen 
Zucker ;< :c x y.; 7; /o Yo Yo 0 ,  

GC-MS der TFA-Derivate 

3-Pyr. S-Pyr. r-bur. $-Fur. z-Pyr. 3-Pyr. =-Fur. ?-Fur. 

Ribose 

Arabinose 

Xylose 

Lyxose 

Glucose 

.Mannose 

Allose 

Altrose 

Guluse 

22.2 56.0 

50.7 42.0 

40.8 59.2 

75.0 25.0 

31.6 62.4 

73.x 26.2 

36.2 60.6 

82. I 

14.0 XO.O 

16.1 50.3 

24.5 15.5 

10.5 11.3 

3.3 4.0 

- 

2.1 1.1 

17.9 

2.35 3.54 

22.3 11.3 

5.41:) 

Dime Uatcn wurden vun Puls-~ourier-Transform-’ ‘C-NMR-Spektren bcstirnrnt. D a  die Pcdkintensitlten 
jedoch diirch Overhauser-Rffekte beeinflnl3t w-erden, kiinnen stirkere Abweichunyen rwischen den Peak- 
flachenverhiiltnisstn und den tatsichlich vorhandenen Gleiuhpe~ichtsverhaItni~~~n rnijglich sein. 

Aldopentosen 

gestellte Gasckrvmatogramm erhalten. 
Bei der Umsct7ung von D-Ribose aus wafiriger Losung wurde das in Abb. 2 dar- 

0 5 10 min 

Abb. 2. Gaschromatogramm von’II:A-Kibose. Saulc: 3 m, Glas, 3:; O V  17 auf Chromosorb 
WAW 80- 100 mesh, 7 0 T ,  Temperaturprogramm 4“C/min. 1)erivatbildung mit Pyridin- 

zusatz. 
P - l’yridintrifluoracetat, 1 und 3 - Furanoside, 2 und 4 Pyranoside 

19) W. Voelter und E. Breitmaier, Organic Magnetic Resonance, im Druck. 
20) I:. Rreitniaier, G. Jung und W. Voelter, Chimia 26, 136 (1972). 
21) E. Brrifmaiw und W. Voelter, Tetrahedron 29, 227 (1973). 
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Die Massenspektren der Peaks 1 und 3 bzw. 2 und 4 stimmen jeweils iiberein, 

In Abb. 3 sind die Spektren von Peak 1 und 2 dargestellt. 
wenn man von kleinen Intensitatsunterschieden absieht. 
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Abb. 3a. Massenspektrum von Peak 1 in Abb. 2 (TFA-Ribofuranosid). LKB 9000 Gas- 
chromatograph-Massenspektrometer, 70 eV 

Abb. 3b. Massenspektrum von Peak 2 in Abb. 2 (TFA-Ribopyranosid). LKB 9000 Gas- 
chromatograph-Massenspektrometer, 70 eV 

In Tab. 2 und 3 wird eine Interpretation der verschiedenen Fragment-Ionen 
angegeben. 

Tab. 2. Interpretation der wichtigsten Fragment-Ionen bei Furanosiden der Aldopentosen 

txakte Masse 
ber. geC. Fehler b) 

nz/e Fragment-Ion 

42 1 
407 
306 
293 
287 
278 
265 
253 
237 
209 
193 

M - TFAOd) 420.9970 420.9976 0.6 
M - TFAO-CH2 406.9806 406.981 3 0.7 
M - 2 TFAOH 305.9962 305.9968 0.6 

M (2TFAOH I F) 

TFAO-CH=CH -CH=OTFA 264.9935 264.9919 ~ 1.6 

M ~ (TFAO--CH2+ TFAOH) 

M - (TFAOH i- TFAO--CH=O) 278.0013 278.0014 0.1 

T F A O z C H -  CH2 --OTFA 252.9935 252.9922 -- 1.3 
M - (2TFAOH $- CF3) 
M - (2 TFAOH $- TFA) 
M ~ (2TFAOH - TFAO) 193.0112 193.0124 1.2 

a' Auf cine Lokalisierung der positiven Ladung wird verzichtet. 
b) Abweichung in Millimasseneinheiten. 
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Tab. 3.  Interpretation der wichtigsten Fragment-Tonen be; Pyranosiden der Aldopentosen 

mie Fragment-Ton 

421 M - TFAO 
307 
287 
278 

M - (TFAO + TFAOH) 
M - (2  TFAOH + 1') 
M - (TFAOH $- TFAO-CH-0) 

265 TFAO - CH =CH--CH =OTFA 
252 TFAO -CH -CH- OTFA 
209 
193 

M - (2TFAOH -t TFA) 
M - (2 TFAOH t TFAO) 

Die Massenspektren der TFA-Derivate von Zuckern zeigen meist keine Molekul- 
peaks oder solche von sehr geringer Intensitat. Die Hauplbruchstucke lassen sich 
wie bei den TFA-Derivaten der Nucleoside K 1 7 )  durch sukzessive Abspaltung von 
Trifluoressigsaure oder Teilen der TFA-Gruppen erklaren. Der Hauptunterschied 
zwischen den Massenspektren in Abb. 3 besteht in den Fragment-lonen der Massen 
407 und 293, die beide auf der Abspaltung des exocyclischen C-5-Restes beruhen 
(TFAO -CH& Diese Abspaltung ist nur bei den Furanoseformen der Zucker 
moglich. Der Ubergang von m/e 407 nach m/e 293 unter Abspaltung eines Trifluor- 
essigsaure-Molekiils ist durch ein Ubergangssignal M* = 21 I .5 belegt. Ein weiterer 
Unterschied besteht in dem Auftreten eines Fragment-Ions bei m/e 253 bei der 
Furanoseform, wahrend bei der Pyranoseform ein Bruchstuck der Masse 252 auftritt 
(siehe Tab. 2 und 3). Das Ion m/e 253 enthalt vermutlich das C-Atom 5. Die Inter- 
pretation der Fragment-Ionen wird durch die Bestimmung der exakten Massenwerte 
mittels Hochauflosungsmassenspektrometrie bestatigt (siehe Tab. 2). 

0 5 10 15 n i n  
m 

Abb. 4. Gaschromatogramm von TFA-Arabinose. Saule: wie Abb. la. 60 C. Temperatur- 
programm 4'C/min. Derivatbildung mit Pyridinzusatz. 

P = Pyridintrlfluordcetat, 1 und 3 = Pyranos~de, 2 und 4 = Furanoside 
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Eine Unterscheidung der anomeren x-  und 9-Pyranoseper(triflu0racetate) bzw. 
x- und 13-Furanoseper(trifluoracetate) ist zwar gaschromatographisch, nicht aber mit 
Hilfe der Massenspektren moglich. 

Das Gaschromatoyamm (Abb. 4) der TFA-Derivate von L-Arabinose (aus wal3ri- 
ger Losung) zeigt, daB die Pyranoseforrnen (Peak 1 und 3) gegeniiber den Furanose- 
formen (Peak 2 und 4) stark uberwiegeii. 

Xylose und Lyxose treten in wal3riger Losung nur als x- und P-Pyranoside auf, 
wie die Massenspektren eindeutig erkennen lassen. Aus den Peakflzchen im Gas- 
chroniatogramm erhalt man die Gleichgehichtszusarnniensetzung (Tab. I). 

Aldohexosen 
Die Keaktionsgemische der Hexosen niit Trifluoressigsaureanhydrid in  Dichlor- 

methan ohne Pyridinzusata ergeben im Gaschromatogramm meist ein Gemisch von 
3-4 Formen (siehe Abb. la). Die Zahl der Peaks verringert sich bei Zugabe von 
wenig Pyridin 7ur Trifluoracetylierung und bei Verwendung fester Zucker auf einen 
Hauptpeak. Interessant war auch hier die Untersuchung von Zuckern, die nach dern 
Eindampfen aus wal3riger Losung in die TFA-Derivate ubergefuhrt wurden. Die 
Massenspektren zeigen, da13 bei Glucose, Galactose, Mannose und Gulose Gemische 
von dc- und 9-Pyranosiden vorliegen (Tab. l), wahrend bei Allose, Altrose und Talose 
auch Furanoseformen auftreten. 

Die Massenspektren der Furanose- und Pyranoseper(trifluoracetate) unterscheiden 
sich eindeutig, wie die Abb. 5 sowie die Tab. 4 und 5 zeigen. 

Tab. 4. Interpretation der wichtigsten Fragment-lonen bei Furanosiden der Aldohexosen 

mle Fragment-lon 

547 

43 3 

432 

413 

407 

3 79 

319 
30s 

293 

265 
253 

M ~ TFAO 

M (TFAO - TFAOH) 
M 2TFAOH 

M - (2TFAOH t F) 
M - (TFAO-CH2-CH-OTFA) 

M - (TEAO- CH2- CH -0TFA 4 CO) 
M (2 TFAOH + TFAO) 

M - (2 TFAOH + TFAO 
M - (TFAO-CH2-CH-OTFA + TFAOH) 
M - (TFAO CH2-CH-OTFA -1- CO + TFAOH) 

TFAO =CH -CH2 -0TFA 

CH2) 

Besonders auffallend ist in beiden Fillen die Abspaltung der exocycllschen Reste und 
die daraus resultierenden Sekundar-Fragmente. Bei den Pyranosen erhalt man durch 
Verlust des CH2-OTFA-Restes ein intensives Fragment der Masse 533, das bei den 
Furdnosen nicht oder nur mit gana schwacher Intensit& auftritt Entsprechend wird 
be1 den Furanoseper(trifluoracetaten) der Rest TFAO CH2 CH -0TFA abge- 
spalten, wa5 LU dem auch bei den Furanosiden der Pentosen auftreteiiden lon bei 
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mle 407 fuhrt. Dieses Bruchstuck zerfallt auch hier weiter nach mje 293, wobei ein 
Molekul Trifluoressigsaure abgespalten wird (m” - 21 1.4). Charakteristisch fur 
Pyranoseper(triflu0racetate) ist dagegen ein Ton der Masse 404, das aus dem Molekiil- 
Ion durch Abspaltung eines Molekiils Trifluoressigsaure und, nach Ringoffnung 
zwischen C-1 und C-2, durch Verlust des das C-Atom 1 und den Ring-Sauerstoff ent- 
haltenden Bruchstiickes TFAO-CH=O entstelit. Aus m/e 404 entsteht durch Elimi- 
nierung eines weiteren Trifluoressigsaure-Molekiils das Ion m/e 290 (Ubergangssignal 
bei m* - 208.3). Das Ion der Masse 390 [M- (TFAOH + TFAO -CH2 -CH=O)] 
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Tab. 5. lntcrpretation der wichtigsten Fragment-Ionen bei Pyranosiden der Aldohcxosen 

wile Fragment-Ion 

64 1 

563 

541 
533 
433 
432 
419 

413 

404 

390 
319 
305 
290 
217 
265 
252 

M - F  
M - TFA 
M - TFAO 
M - TFAO-CH2 
M - (TFAO i TFAOH) 
M - 2TFAOH 
M - (TFAO -CH2 t TFAOH) 
M (2TFAOH + F )  
M - (TFAOH - TFAO-CH=O) 
M - (TFAOH + TFAO - C t l -  CH=O) 

M - (2 TFAOH + TFAO) 
M - (2TFAOH ' TF40--CH2) 
M (2 TFAOH + TFAO-CH=O) 
M - (TFAOH + TFAO-CH2 + TFAO- CH=O) 

TPAO - CH=CH-CH=OTFA 
TPAO -CH-CH-OTFA 

entsteht offenbar analog zu mje 404 nach Ringoffnung zwischen C-4 und C-5. Fura- 
noseper(triflu0racetate) weisen ein Fragment rnje 379 auf, das wahrscheinlich durch 

Verlust von TFAO ~ CHz-CH-OTFA und CO zustandekommt. Wie bei den 
Pentosen ist das Ion mje 253 (TFAO- CH2-CH-OTFA) charakteristisch fur den 
Funfring. 

Methyl-glycoside der Hexosen 
Ahnlich wie die TFA-Derivate der Zucker selbst verhalten sich auch die ent- 

sprechenden TFA-Methyl-glycoside (Abb. 6). 
Besonders charakteristisch ist dabei die Fragmentierung von m/e 465 (M TFAO) 

ZLI rnje 405 (Ubergangssignal bei in* = 353). Es handelt sich dabei um eine ahnliche 
wie die bei den Hexopyranoseper(trifluoracetaten) zu mje 404 fuhrende Spaltung und 
Ringoffnung zwischen C-1 und C-2, wobei das Fragment CH30-CH =O abgespalten 
wird. Aus dem Ion der Masse 405 entsteht durch weitere Eliminierung von Trifluor- 
essigsaure m/e 291 (m* = 210). 

Ketohexosen 
Ketohexoseper(triflL1oracetate) unterscheiden sich in ihren Massenspektren ( A  bb. 7, 

Tab. 6) eindeutig von den Per(triflu0racetaten) der Aldohexosen. 
Fur die Ketoform kennzeichnend ist ein Fragment-Ion der Masse 505, das ails 

mje 533 (M - TFAO-CH2) durch Abspaltung von 28 Masseneinheiten, vermutlich 
von CO, entsteht (m* = 478) und bei den Aldohexosen vollig fehlt. Aufl'allend 
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intensiv ist das Ion bei m/e 278, das sicherlich analog m m  Ion bei rnje 404 bei den 
Per(trifluoracetaten) der Aldohexopyranosen durch Eliminierung eines Molekiile 
Trifluoressigsaure, Ringoffnung zwischen C-I utid C-2 und Abspaltung das sub- 
stituierten C-2-Restes entsteht. Bei der Umsetzung von fester Fructose, Sorbose und 
Tagatose treten praktisch nur die Pyranoside auf. Bei der Reaktion von fester Fructose 
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Tab. 6. Interpretation der wichtigsten Fragment-lonen bei Ketohexopyranosen 

rnje Fragment-Ion 

64 1 
591 
547 
533 
528 
505 
433 
432 
419 
413 
319 
305 
278 

M - F  
M CF3 
M - T F A O  
M TFAO CHI 
M ~ (TFAO + F) 
M ~ (TFAO- CF-12 j- CO) 
M - (TFAO TFAOTU 
M - 2 T F A O H  
M - (TFAO-CH2 + TFAOH) 
M - (2 TFAOH + F) 
M (2 T F A O H  + T F A O )  
M (2TFAOH + TFAO CH2) 
M - (TFAOH 1 TFhO-CHz  I T F A O t  CO) 

und Sorbose ohne Pyridinzusatz kiinnen auch in kleinen Mengen Furanosid-Formen 
nachgewiesen werden, deren Massenspektren sich von d m  Pyranosidan dmtlich 
unterscheiden. 

6-Desoxyhexosen 
Die Massenspektren der TFA-Derivate von a-L-Khamnose (Abb. 8), a-L-Fucxe 

und a-n-Chinovose unterscheiden sich nur durch geringfiigige Intensitatsunterschiede. 

4 20.1 

292 

Abb. 8. Massenspektrum von TFA-a-L-Rhamnose. LKB 9000 Gaschromatograph-Massen- 
spektrometer, 70 eV 

Intensive Fragment-lonen im oberen Massenbereich treten auf bei m/e 435 
(M - TFAO), m/e 390 M - (TFAOH + CH3CH=O) und m/e 292 M - -  (TFAOH + 
TFAO-CH-O), wobei bevorzugt Ringoffnung zwischen C-1 und C-2 bzw. C-4 
und C-5 auftritt. Das Fehlen einec Fragments M TFAO-CH2 spricht eindeutig 
dafur, daB die obigen Zucker in der Pyranoseform vorliegen. 

2-Desox ypentosen 

2-Desoxyribopyranose und 2-De~oxyribofuranose dargestellt. 
Als Beispiel dieser Verbindungsklasse sind in Abb. 9 die Massenspektren von 
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Beide Formen lassen sich zu etwa gleichen Teilen bei der Umsetzung von fester 
Desoxyribose im Gaschromatogramm nachweisen. Im Massenspektrum der Pyranose- 
Form sind besonders das Ion m/e 278, das M - (TFAOH + CH2=O) entspricht, 
und das Ion m/e 252, welches das Hruchstuck TFAO -CH-CH -0TFA darstellt, 
hervorzuheben. Charakteristisch fur die Furanoseform sind die Fragmente m/e 295 
(M - TFAO -CH2), das daraus durch Abspaltung von TFAOH entstehende tnje 181 
und m/e 266 (M - TFAO-CH2-CH=O), die mit relativ hoher Intensitat erschei- 
nen. Bei beiden Formen treten die Ionen m/e 325 (M - TFA) und mle 309 (M - 
TFAO) auf. 

Disaccharide 
Auch von Disacchariden lassen sich vollstandig trifluoracetylierte Derivate in 

ausgezeichneten Ausbeiiten herstellen. Dabei konnte im Gaschromatogramm keine 
Spur von Monomeren, die durch Hydrolyse entstehen konnten, entdeckt werden. 
An einer 3 m langen Glassaule, gepackt mit 3 OV 17 auf Chromosorb WAW, 
werden die meisten Disaccharid-Derivate zwischen 135 und 160°C eluiert. Die 
Massenspektren lassen erstaunlicherweise in vielen Fallen den Molekulpeak bei der 
Masse 1110 erkennen. Die Fragmentierung ist sehr hhnlich wie bei den Monomeren. 
Die meisten Ionen resultieren aus der Abspaltung von Trifluoressigsaure oder des 
Trifluoracetylrestes. In Abb. 10 ist als Beispiel das Spektrum der Lactose dargestellt ; 
die Interpretation der wichtigsten Fragment-Ionen ist in Tab. 7 angegeben. 
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Wahrend die Massenspektren der v.- und P-Formen der Disaccharide annahernd 
identisch sind, konnten deutliche Unterschiede zwischen Disacchariden mit 1.4- 
bzw. 1,6-Verknupfung festgestellt werden. Es treten ebenfalls klare Unterschiede 
zwischen Disacchariden auf, die nur aus Aldosen und solchen, die aus Aldosen und 
Ketosen (z. B. Saccharose) zusammcngcsetzt sind. Die genaue Untersuchung der 
Disaccharide ist noch nicht abgeschlossen. 
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Tab. 7. interpretation der wichtigsten Fragment-Ionen beim TFA-Derivat yon Lactose 

rn/e Fragmcnt-Ion 

1110 

1091 

997 

996 
977 

883 

864 

769 

755 

655 

64 I 
541 

433 

413 
405 

404 

319 

29 I 

M f  
M - F  
M - TFAO 
M - TFAOH 
M ~ (TFAOH + F) 
M - (TFAOH + TFAO) 
M - (TFAOH + TFAO -1- F) 
M -- (2 TFAOH -1- TFAO) 
M - (2 TFAOH -t TFAO-CH2) 
M - (3 TFAOH -k TFAO) 
M - (3 TFAOH + TFAO-CH2) 
M - RO (R siehe Abb. 10) 
M - (RO + TFAOH) 
M - (ROH -t TFAOH + F) 
M - (RO + TFAO-CH=O) 
M - (ROH + TFAO-CH=O) 
433 - TFAOH 
405 - TFAOH 

Gaschromatographische Retentionszeiten 
Die isomeren Aldopentosen bzw. Aldohexosen weisen in ihren Massenspektren nur 

geringe Intensitatsunterschiede auf, die nicht in allen Fallen zur Unterscheidung 
ausreichen. Die Spektren von Glucose und Mannose sind einander so ahnlich, 
daB eine Zuordnung nicht moglich ist. Hier kann eine Identifizierung auf Grund der 
unterschiedlichen gaschromatographischen Retentionszeiten erfolgen. Die Massen- 
spektren von Xylose und den ubrigen Aldopentosen unterscheiden sich dagegen sehr 
stark in den relativen Tntensitaten ihrer Fragment-Ionen, so daB eine Zuordnung 
auf Grund der Massenspektren bei Vergleich mit Standard-Verbindungen moglich 
erscheint . 

Uber den Zusarnmenhang zwischen Retentionszeiten und Molekulstruktur lassen 
sich keine allgemeinen Aussagen machen. Gewohnlich werden von den vier moglichen 
Formen die a-Pyranosen vor den @-Pyranosen, die Furanosen nach der jeweiligen 
Pyranoseform eluiert. Ausgenornmen davon sind Ribose, Arabinose und Allose, 
bei denen die P-Pyranose vor der a-Pyranose erscheint. 

Die Zuordnung erfolgte durch Untersuchung von TFA-Derivaten fester Zucker, 
die durch NMR-spektroskopische Untersuchung als einheitliche cc- oder P-Anomere 
bestimmt wurden und die entsprechend im Gaschromatogramm nur einen Peak 
ergaben. 
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F u r  die gaschromatographische Trennung eignen sich am besten Siulen von min- 
OV 17 oder SE 30 auf Chromosorb WAW. 

Das in dcr Reaktionsmischung vorliegendc Pyridinium-trifluoracetat zerflllt bcim 
Einspritzen der Losung in den Gaschromatograph in Pyridin und Trifluoressigsaure. 
Das Pyridin wird nach den leichtfluchtigen Losungsmittcl-Komponenten des Reak- 
tionsgemischcs relativ split und  als ungewohnlich breiter Peak eluiert (Pyrolyse- 
produkt),  der bei zu kurzen Saulen (5  3 m) gelegentlich mit leichtfluchtigen Zucker- 
komponenten uberlappt. 

destens 3 m Langc bei Verwendung von 3 

Experimenteller Teil 
Mutarotation: Etwa 100 pg des festen Zuckers wurden bei 20°C in 200 p1 bidest. Wasser 

36 h stehengelassen. Nach Abziehen ~ K S  Wassers im Vakuum-Exsikkator uber P2O5 wurde 
der Ruckstand zum TFA-Derivat umgesetzt. 

Uerivafbildungc Die TFA-Derivate wurden durch Reaktion von ca. 100 pg Zucker in 65 pI 
Dichlormethan, 30 p1 Trifluoracetanhydrid und 5 ~1 Pyridin (3 h, 20°C) erhalten. Die Reak- 
tionsmischung wurde direkt in den Caschromatographen eingespritzt. 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie: Es wurde ein LKB 9000 Kombinationsgerat 
benutzt. Zur Trennung dienten eine Glas-Saule, gefiillt mit 3 OV 17 auf Chromosorb WAW, 
eine 3 m lange StahI-Saule mit 3 % SE 30 auf Chromosorb WAW und eine 2 m lange Glas- 
SBule mit 10% Dexsil 300 auf Supelcoport. Tragergas: 20 ml Helmin. 

Die Massenspektren wurden bei 70 eV Ionisierungsenergie, 250°C lonenquellentemperatur 
und 3.5 KV Beschleunigungs-Spannung aufgenommen. 

Die Peakflachen der Gaschromatogramme wurden durch Ausschneiden der Peaks und 
anschlieBende Wigung bestimmt. 

Hochai~~osrungsnir~ssenspekt~oinetrie: Die Hochauflosungsmassenspektrcn wurden an  einem 
CEC 21-1 10B Massenspektrameter bei einer Auflosung von ca. 20000 aufgenommen. Die 
Proben wurden durch &as DirekteinlaR-System Zugefuhrt und bei 70 eV und 170°C lonen- 
quellentemperatur untersucht. Die Registrierung der Massenspektren erfolgte photographisch 
auf Photoplatten (Ilford Q2). 
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