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SUMMARY

Electrophoretic sepammons of hexosamine and hexuromc acid derivatives as molybdate
complexes :

Representatlves of natural hexosamines and hexuronic acids were examined
for their separability in complex-forming molybdate buffers. The amino sugar alcohols
of the classes -z-amino-2-deoxyhexitols, 2-amino-2z,6-dideoxyhexitols and 3-amino-
3,6-dideoxyhexitols, which can be easily obtained by reduction of the parent com-.
pounds with NaBH,, can be separated by electrophoresis of their negatively charged
molybdate complexes at pH 5.0 within a fairly short time. The possible importance
of this method for the characterisation of the reducing components of oligosaccharides
is discussed, and its usefulness. for the identification of amino sugars in hydrolysates
was demonstrated for the lipopolysaccharide from E. coli O7 :K7:H4 as an example.

‘Amphotenc amino sugars——hexosammuromc acids and muramic acid—can also be
‘separated electrophoretlcally in a few hours without previous reduction. On the other
hand, results obtained with unsubstituted hexuronic acids were, with a few exceptmns,j

d1sappomtmg

" Die elektrophoretlsche Trennung von Polyhydroxy-Verbindungen in komplex- ,
bildenden Elektrolyten hat als Ergdnzung zu den papierchromatographischen Ver- .
fahren in den letzten Jahren als. analyt1sche Methode zunehmend an Bedeutung ge--
" wonnenl;2, Die- Anwendung von saurem Molybdatpuffer als komplex-formendem
: Agens ist. zuerst von FRAHN UND MiLLs? beschrieben worden. Umfangreiche Unter- ..
’suchungen an Zuckern, Zuckeralkoholen und Cycliten sind in der Folge von BOURNE,
- HutsoN UND WEIGEL% & durchgefiihrt worden.
. Aus . bakteriellen Inhaltsstoffen” (Kapsel-Substanzen L1popolysacchar1den,
: Aucker—Nukleo’uden, Ant1b1ot1ca. etc.) sind in den letzten Jahren eine ganze Reihe™
bisher unbekannter oder in Naturstoffen bisher nicht nachgewwsener Zucker isoliert
- und charakterisiert worden. ‘Besonders weit verbreitet haben sich Aminozucker und
~unter diesen, ‘Vertreter: der. Klasse der 6- Desoxyammohexosen gefunden Neben den:
e ub1qu1ta.ren Ammozuckem Glucosamm, Galaktosamin und Muraminsidure, konnten
'Mannosamm“ und Vertreter der Klassen der z-Ammo-z 6 dldesoxy-hexosen"’ '8, der__.'v;
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3-Amino-3,6-didesoxy-hexosen?, der 4-Amino-4,6-didesoxy-hexosen'® und der 2-
Amino-2-desoxy-hexuronsiduren!! nachgewiesen werden. (Filir zusammenfassende
Ubersichten sei auf Ref. 12, 13 und 8 verwiesen). Die Lipopolysaccharide der gram-
negativen Bakterien und die Kapselpolysaccharide gram-negativer und gram-
positiver Keime sind Teile der Antigenausstattung dieser Organismen (somatische
(O)- und Kapsel (K)-Antigene): ihre polysaccharidischen Komponenten wiederum
sind als Tridger der serologischen Spezifitit erkannt worden?8, Die chemische
Erforschung der spezifititsbestimmenden Strukturen wird durch ihren komplexen
Aufbau erschwert (Heteropolysaccharide mit bis zu 8 Zuckerkomponenten sind
bekannt)8, Zur Kenntnis der Feinstruktur werden aus Partialhydrolysaten Oligo-
saccharide isoliert, deren reduzierendes Ende durch NaBH,-Reduktion erfasst
werden kann. Eine papierchromatographische Abtrennung der auf diese Weise
erhaltenen Zuckeralkohol-Komponenten von den korrespondierenden Zuckern ist
in vielen Fillen schwierig oder langwierig. Durch Elektrophorese in Molybdatpuffer
kénnen solche Trennungen dagegen in wenigen Stunden erreicht werden. Bisher
sind aber nur Derivate der Neutralzucker auf ihr Verhalten in Molybdatpuffer unter-
sucht worden®. Die vorliegende Arbeit soll zeigen, dass auch bei Zuckerderivaten mit
geladenen Gruppen (reduzierte Aminozucker, amphotere Aminozucker und Hexuron-
siure-Derivate) gute Auftrennungen bei kleinem Substanzbedarf méglich sind.

Die Tatsache, dass sich viele Polyhydroxy—Verbmdungen in schwach saurer
Lésung mit Molybdat zu negativ geladenen Komplexen vereinigen, ist schon lange
bekannt!415, Der chemische Aufbau der Komplexe ist aber bis heute nicht vollig
gekliart und auch die strukturellen Voraussetzungen, denen Polyhydroxy-Verbin-
dungen geniigen miissen, um als Komplexpartner zu fungieren, sind unterschiedlich
mterpretlert worden. Aus dem Wanderungsverhalten ausgewéhlter Testverbindungen
in Molybdat-Puffer von pH 5.0 haben BOURNE e¢f al.4 fiir sechsgliedrige Ringsysteme
drei benachtbarte cés-stindige Hydroxylgruppen in der Reihenfolge: axial, dqua-
torial, axial, als bedingend fiir eine Komplexbildung gefordert. BAYER UND VOELTER®
wiesen aber darauf hin, dass fiir Pyranosen solche ‘‘dreizihnigen’’ Komplexe aus
sterischen Griinden unwahrscheinlich seien. Durch Messung der Drehwertsanderung
von Pyranosen bei Zugabe von Molybdat bei verschiedenen pH-Werten, konnten sie
auch bei Zuckern, die die von BOURNE ¢t al. geforderten Strukturen nicht haben,
Drehwertsinderungen und damit Komplexbildung nachweisen. BAYER UND VOELTER
interpretieren ihre Beobachtungen auf folgende Weise: Ist fiir eine Pyranose in einer
ihrer moglichen Konformationen die Ausbildung von zwei axialen Hydroxylgruppen
in 1,3-Stellung moglich, dann wird diese zur Komplexbildung giinstige Konformation
abgefangen und dadurch das Gleichgewicht verschoben, was sich in der beobachteten
Drehwertséanderung dussert. Diese Versuche zeigten auch, dass Pyranosen nur in dem
engen pH-Bereich von 5.7—7.8 Komplexe bilden koénnen, deren Stabilitdtsmaxima
bei pH 5.7-6.0 liegen!6, Bei Zuckeralkoholen werden dagegen iiber einen weiten
pH-Bereich (pH 1-8) Komplexe gebildet. In stark saurer Lésung liegen Dimolybdat-
komplexe vor, wihrend in schwach saurer Losung—wie bei Sechsring-Systemen—
1: 1-Komplexe diskutiert werden. Wir haben unsere Trennungen in ‘Anlehnung an
BOURNE et al.»8.-bei pH 5 durchgefiihrt, da hier der iiberwiegende Teil der unter-
suchten Zucker keine oder eine nur sehr begrenzte elektrophoretische Wanderung
zeigt, die zugehérigen Zuckeralkohole jedoch, in fast allen Fallen, gute Wanderung
und Ausbildung scharf begrenzter Zonen lieferten.
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MATERIAL UND METHODEN

Substanzen: D-Glucosamin-HCI, bD-Galaktosamin:HCI], bD-Glucuronsiure, D-
Glucuron und p-Galakturonsiure wurden von Serva, Entwicklungslabor, Heidelberg,
Deutschland ; p-Mannosamin: HCl und N-Acetyl-neuraminsédure von Sigma, Chemical
Company, St. Louis, Mo., U.S.A. bezogen. Methyl-4-acetamido-1,2,3-tri-O-acetyl-4,6~
d1desoxy-oc-D-galalstopyranomd und Methyl-4-acetamido-4,6-didesoxy-a-D-glucopy-
ranosid sind kédufliche Produkte der Pierce Chemical Company, Rockford, Ill., U.S.A.
D1e freien. Zuclxer wurden nach der Vorschrift von STEVENS: ef @l.17 aus den Der1vaten
erhalten. .D-Galaktosaminuronsiure wurde aus Vi-Antigen!!,. p-Mannosaminuron-
sdure aus dem K 7-Antigen von E. coli O14:K 7:H- (Lit. 8) und der 16slichen Poly-
saccharid-Fraktion (sPF) der E. col¢ K 12-Mutanten Gal 23 K- (Lit. 1g) isoliert. Fiir
die Uberlassung authentischer Substanzproben sind wir zu grossem Dank verplichtet:

Dr. G..AsaweLL, Bethesda, Md. (3-Acetamido-3,6-didesoxy-D-galaktose),

. Dr. R.. BrossMER, Heidelberg (2-Amino-2,6-didesoxy-D-glucose),

Dr. J. D. DutrcHER, New Brunswick, N.]J. (3-Amino-3,6-didesoxy-p-mannose),

Prof. Dr. K. HEYNs, Hamburg (D-Glucosaminuronsiure), :

Drs. B. unD K. JaNN, Freiburg (Rhamnosamin und D- Mannulon)

Prof. Dr. R. W. JEANLOZ, Boston, Mass. (Muraminsédure), -

Dr. R. C. RicHARDSON, Reading (Methyl-3-amino-3,6- d1desoxy-L-g1ucos1d und
Methyl-3-acetanudo-3,6 didesoxy-L-talosid), s ‘

Dr. N. SuaroN, Rehovoth (p-Fucosamin) und

Dipl.-Chem. 1. Tarcsay, I‘re1burg (L-Fucosamin).

Die freien Zucker wurden aus den. N-Acetyl- und Methylglycosid- -Derivaten
durch Siurehydrolyse (4 N HCI, 2 Stunden bei 100° in zugeschmolzenen Ampullen)
und nachfolgende Neutralisation im Vakuum iiber KOH/P,O; erhalten. Zur Reduk-
tion der Zuckerkomponenten wurden 1 %ige Zuckerlésungen mit einem mindestens
15-fachen molaren Uberschuss an NaBH, (2.5 % in N/100 NaOH) versetzt. Nach
Zugabe der Hilfte an NaBH ,-Lésung, wurden die Proben 6 Stunden bei Raumtempera-~-
tur gehalten, dann die zweite Hilfte zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber
Nacht-im Kiithlraum ‘bei 4° belassen. Nach Ansiuern mit Eisessig wurde Borsdure
durch. wiederholtes Einengen in Anwesenheit von Methanol als fliichtiger Methy!l-
ester entfernt. Auf eine Abtrennung von Natriumacetat wurde in den meisten Fillen
verzichtet, da es die elektrophoretischen Trennungen nicht stort. In' einigen Féllen
wurde elektrophoretisch entsalzt (Pyridin-Eisessig-Puffer von pH 5.3)%0. Durch
Anfirben von Leitstreifen konnten die Zuckerderivate auf dem Dlektropherogramm
lokalisiert. werden. Nach Elution mit N/100 HCl wurden die Eluate im Val\uum

tiber KOH/P O; zur Trockne gebracht

Elektrophorese-A ppamtur und Versucksbedmgungen :

“Alle elektrophoretischen Trennungen wurden in der von KICKHOFEN UND
WAR’l H?! beschriebenen vertikalen Trennkammer durchgefuhrt bei der die im Papier-
streifen. entstehende Joule'sche Wirme durch ein inertes Losungsmittel abgeleitet
wird. .Fiir die Trennung analytischer Substanzmengen hat sich die im Format 15 X
70 cm, erhiltliche Pap1ersorte 2043 b Mgl (Fa. Schleicher u. Schiill, Diiren; Deutsch-
land) gut bewihrt, die eine effektive Trennlinge von etwa 65 cm ergibt. Die Trennun-

“gen wurden bei 3000 Volt, entsprechend Feldstirken von 45-47 V/cm, in auf 5-10°
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vorgekiihlten Kammern durchgefiihrt. Die Substanzen wurden strichférmig, senk-
recht zur Laufrichtung, als 1 %ige wissrige Losungen mit Mikrokonstriktions-
Pipetten (1—3 ul) aufgetragen. Als Bezugssubstanzen wurden bei allen Versuchen
Glycerin und Mannitol (oder bei.ldingeren Laufzeiten Glycerin und’ Glucosaminitol)
seitlich mitaufgetragen. Glycerin, das mit Molybdat keinen Komplex bildets:10
zeigt das Ausmass der kathodisch gerichteten Endosmose an. Auf Mannitol oder
Glucosaminitol wurden die gefundenen Laufstrecken bezogen (M mannitei- und
M Grucosaminitol-Werte). Mannitol wandert under den beschriebenen Versuchsbedin-
gungen etwa 20 cm/h, Glucosaminitol etwa 10.5 cm/h. '

Puffer-Systeme : -

Die meisten Trennungen wurden in dem von BOURNE et al.* beschriebenen
Molybdatpuffer vom pH 5.0 durchgefiithrt. (25 g NaMoO,-2 H,O in 1 1 H,O werden
mit conc. H SO,l (3.4—3.5 ml) auf pH 5.0 eingestellt). Gelegentlich wurde auch der
von KENNEDY?2 beschriebene Puffer benutzt, der aber nur wenige Tage bestindig
war, dann bildete sich ein umfangreiches Sediment. Nach Aufbringen der Substanzen
auf das Elektropherogramm wurde der Puffer beidseitig der Startlinie mit einem
weichen Pinsel so aufgetragen, dass die gegeneinanderlaufenden Pufferzonen an der
Startlinie zusammentrafen. Die Anode befand sich im oberen Gefdss, so dass die
Molybdatkomplexe aufsteigend getrennt wurden. Die Verwendung von VzA-Elek-
troden?? erfordert ein héiuﬁgeres Erneuern des Puffers, da Anodenmaterial in Lésung
geht und sich nach etwa ro-stiindigem Betrieb im Anodengefiss ein gelber Nieder-
schlag bildet. Durch diese elektrochemischen Vorginge dndert sich der pH-Wert des
Puffers und bewirkt eine Verschiebung der Wanderungsgeschwindigkeiten
(M mannitor-Werte). Die: Trennungen werden dadurch nicht wesentlich beeintrichtigt,
doch miissen Vergleichsproben mitaufgetragen werden. Die in Tabellen I und II
aufgefiihrten M-Werte sind mit frischen Pufferfiillungen erhalten worden

Anfirbung der Elektropherogramme

Die Elektropherogramme wurden bei Raumtemperatur oder im Trocken-
schrank bei 100° getrocknet. Die Substanzen wurden im Durchziehverfahren mit
AgNO,;/NaOH nach TREVELYAN?3 lokalisiert. Nach Durchziehen durch die dthano-
lische NaOH-Losung wurden die Elektropherogramme fiir kurze Zeit in einen Trocken-
schrank (100°) bei offener Tiir eingehingt, um die Empfindlichkeit des Nachweises
fiir Zuckeralkohole zu erhdhen. 1—2 ug Galactosaminitol, als 1 cm langer Strich am
Startpunkt aufgetragen, konnten auf diese Weise nach I-stundgger Laufzeit noch gut
nachgewiesen werden. Dagegen ist ein Nachweis der Aminozucker-Derivate mit
Ninhydrin (0.25 %ig in Aceton) durch die Anwesenheit des Molybdatpuffers erheb-
lich beelntrachtlgt

Zur Identifizierung der Aminozucker des szopolysacchamds aus E..colt O7:K7:H4.:

Lipopolysaccharid wurde mnach der . Phenol/Wasser-Extraktionsmethode?*
aus den Bakterien erhalten und mittels Ultrazentrifugation gereinigt. 2 mg Lipopoly-
saccharid wurden in 200 ul 4 N HCIl in zugeschmolzenen Ampullen z Stunden bei
100° hydrolysiert. Nach Neutralisation und Einengen des Hydrolysats im Vakuum
iiber KOH/P,0; wurden die basischen Komponenten aus dem Gesamthydrolysat
durch Elektrophorese in Pyndm-Acetatpuffer, pH 5 3 (Pyr1d1n—E1se551g-H20 =
10:4:86; v/v), abgetrennt.
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Fig. 1. Auftrennung von Hexitolen und 2-Amino-z-desoxy-hexitolen bei Elektrophorese in
Molybdatpuffer (pH 5.0, 3000V, 45 V/cm, 2 Stunden). ——> gibt die tatsiichliche Wanderung an.
————— ~—> gibt das Ausmass der Endosmose an. Aufgetragen wurden (von unten nach oben):
(A) Glycerin, b-Mannosaminitol, p-Mannitol; (B) bD-Glucosaminitol, Sorbit (D-Glucitol); (C)
D-Galaktosaminitol, Dulcit (Galaktitol); (D) bp-Galaktosaminitol, D-Glucosaminitol, p-Manno-
saminitol; (E) Glycerin, D-Mannitol, p-Glucitol und Galaktitol. Von Glycerin wurden 30 ug, von
den anderen Komponenten je 10 ug aufgetragen.

Nach Lokalisation der Aminozucker anhand von angefirbten Leitstreifen und
ihrer Elution mit NV/100 HCl wurde das Gesamteluat im Vakuum zur Trockne ge-
bracht, dann in wenig Wasser aufgenommen und die Lésung halbiert. Eine Hilfte
diente als Vergleichsprobe, die andere wurde mit NaBH, reduziert und nach Ansiduern
von Borsdure befreit. (siehe oben!). Mit entsprechenden Vergleichssubstanzen wurden
die beiden Proben nun durch Molybdatpuffer-Elektrophorese bei 3000 V in 2 Stunden

aufgetrennt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die durch Hochspannungselektrophorese im Molybdatpuffer von pH 5.0 bei
Feldstarken von 45—47 V/cm erzielten Trennungen sind in Tabellen I und II zusam-
mengefasst. Die untersuchten Verbindungen sind nach Substanzklassen und sterischer
Konfiguration geordnet. Soweit erreichbar, haben wir von den. aufgefithrten Sub-
stanzklassen jeweils die Vertreter der manno-, der gluco- und der galakto-Konfiguration
untersucht. Sie sind auch die in Naturstoffen iiberwiegend angetroffenen Kompo-

nenten. » '
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Trennung der Hexitole S , '

.. D-Mannitol, D-Glucitol (Sorbit) und Galaktitol (Dulcit) wandern sehr rasch,
etwa 20 cm/h, und geben scharf-konturierte Zonen. Die Auftrennung ist aber recht
gering und nur nach z-stiindigem Lauf signifikant (siehe Fig. 1). Im Gegensatz zu
fast allen anderen Substanzklassen wandert der Vertreter mit galakéo-Konfiguration
(Dulcit) am schnellsten, wihrend p-Mannitol die kleinste Wanderung zeigt.

Trennung der 2-Amino-2-desoxy-hexitole - : : :
-Diedrei untersuchten Vertreter dieser Substanzklasse haben etwa die Héilfte
der Wanderungsgeschwindigkeit der Hexitole. Eine gute Auftrennung ist durch z-

’

i

ol AT LA, THL R ot .

Fig. 2. Auftrennung von 2-Amino-2,6-didesoxy-hexitolen und 4-Amino-4,6-didesoxy-hexitolen
bei Elektrophorese in Molybdatpuffer (pH 5.0, 3000 V, 45 V/cm, 4 Stunden). Zeichenerklirung
siehe Fig. 1. Aufgetragen wurden (von unten nach oben): (A) Glycerin, Glucosaminitol; (B)
p-Fucosaminitol; (C) D-Quinovosaminitol; (D) Rhamnosaminitol; (E) D-Fucosaminitol, ' D-
Quinovosaminitol, Rhamnosaminitol, 4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucitol und .4-Amino-4,6-dide-
soxy-D-galaktitol; (F) 4-Amino-4,6-didesoxy-p-glucitol; (G) Glycerin, 4-Amiro-4,6-didesoxy-D-
galaktitol. Von Glycerin wurden 30 ug, von den anderen Komponenten 1o ug aufgetragen. © =

J. Chromiatog., 33 (1968) 514—525



522 '~ H. MAYER, O. WESTPHAL
oder 3-stiindige Elektrophorese zu erzielen (siehe Iig. 1). Die nicht reduzierten
Aminozucker geben unscharfe, langgezogene Streifen in Né&dhe der Startlinie und
koénnen leicht abgetrennt werden (vgl. Fig. 3). Auffallend ist die Vertauschung der
relativen Wanderungsgeschwmdlgkelten im Vergleich zu den unsubstltulerten Hexx-

tolen (siehe Fig. 1).

Trennung der 2-Amino-2,6-didesoxy-hexitole
Die Desoxy-Gruppierung an Cg bewirkt eine sehr starke Herabsetzung der

elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit bei den Substanzen mit gl#co- und
galakto-Konfiguration, widhrend Rhamnosaminitol (marno-Konfiguration) im Ver-
gleich zu Mannosaminitol nur wenig langsamer wandert. Fucosaminitol-—in p- und -
Konfiguration—zeigt praktisch keine Wanderung; dennoch muss eine Komplex-
bildung eingetreten sein, da sonst—infolge der positiven Ladung—eine starke ka-
thodische Wanderung zu erwarten wire, wie sie auch in nichtkomplexbildenden
Puffern von gleichem pH-Wert zu beobachten ist. Fig. 2 zeigt eine nach 4-stiindiger
Elektrophorese erhaltene Trennung. Die grossen Unterschiede in der.elektropho-
retischen Wanderung gestatten aber schon eindeutige Trennungen bei kiirzeren Lauf-

zeiten.

Trennung der 3-Amino-3,6-didesoxy-hexitole

Bei dieser Substanzklasse stand uns auch der Vertreter mit der ¢alo-Konfigu-
ration zur Verfiigung. Die 4 Isomeren sind in 1—-2 Stunden elektrophoretisch aufge-
trennt. Mycosaminitol und 3-Amino-3,6-didesoxy-L-glucitol wandern kathodisch,
wiihrend die beiden anderen Vertreter dieser Klasse anodisch wandern. Die chromato-
graphische Analyse von 3-Amino-3,6-didesoxy-hexosen ist durch das Auftreten von
Doppelflecken in vielen Chromatographiegemischen sehr erschwert?’. Eine Charakte-
risierung dieser Zucker durch Molybdat-Elektrophorese ihrer Reduktionsprodukte

bietet sich an.

Trennung der 4-Amino-4,6-didesoxy-hexitole

Von den beiden getesteten Verbindungen wanderte wiederum der Zuckeralkohol
mit der gluco-Konfiguration (Viosaminitol) rascher als der gelakto-Vertreter. Eine
Trennung ist durch 1-2 stiindige Elektrophoresedauer méglich: wird jedoch zusétzlich
eine Differenzierung von Rhamnosaminitol angestrebt, empfiehlt sich eine 4-stiindige.
Laufzeit (siehe Fig. 2).

Im Gegensatz zu fast allen getesteten nicht-amphoteren Ammozuckem, zeigt
auch Viosamin eine ausgeprigte anodische Wanderung und Ausbildung einer hin-
langlich begrenzten Hauptzone (Schwanzbildung). Fig. 3 zeigt eine als Beispiel
durchgefiihrte Charakterisierung der Aminozucker-Komponenten aus dem Lipopoly-
saccharid von E. coli O7:K7:H4. JANN UND JANN1® haben kiirzlich die Zucker-
bausteine des O7-Lipopolysaccharids (E. colt O7:K1:H~-) beschrieben und p-Glucos-
amin und D-Viosamin als basische Komponenten auffinden konnen. Fig. 3 zeigt,
dass auch das Lipopolysaccharid von E. coli O7:K7:Hg4, wie zu erwarten, die gleichen
Aminozucker-Komponenten aufweist.

Trennung der Hexuronsiuren

Die freien Hexuronsiduren wandern sehr rasch (20-25 cm/h), doch sind die
Zonen verwaschen. Besonders D-Galakturonsiure zeigt starke Schwanzbildung.
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D-Glucuronsdure und Dp-Glucuron sind jedoch sehr gut trennbar (M mannitor-Werte:
-+ 0.98 und +0.17).

Trennung der Hexosaminosdiuren : ‘

Im Gegensatz zu den unsubstituierten Hexuronsduren wurden mit 2-Amino-2-
desoxy-hexuronsiiuren gute Trennergebnisse erzielt. Galaktosaminuronsdure ergibt
einen scharf-konturierten Fleck, die Glucosamin- und Mannosaminuronsidure-Zonen

gk &
-

5
S

A — } '
= - i =

Fig. 3. Identifizierung der Aminozucker im Lipopolysaccharid-Hydrolysat aus E. coli O7:K7:TH4
durch elektrophoretische Trennung der NaBH,-reduzierten Aminozucker (pH 5.0, 3000 V,
45 V/em, 2 Stunden). Aufgetragen wurden (von unten nach oben): (A) Glycerin (30 ug), 4-Amino-
4,6-didesoxy-p-glucitol (Viosaminitol), p-Glucosaminitol (je 10 ug); (B) Aminozucker-Fraktion
aus 500 ug Lipopolysaccharid, NaBH,-reduziert; (C) Aminozucker-Fraktion aus 500 ug Lipopoly-
saccharid, unreduziert; (D) D-Glucosamin und 4-Amino-4,6-didesoxy-p-glucose (Viosamin) (je
10 ug); (E) Glycerin (30 ug) und Viosamin (10 ug). '

sind etwas in die Linge gezogen, doch noch gut auswertbar. Durch Papierchromato-
graphie sind die beiden letztgenannten Verbindungen nur schlecht zu trennen?®C.
Ihre unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten als Molybdatkomplexe sollte
ihre Identifizierung wesentlich erleichtern. Reduktion der Aminohexuronsiuren
veridndert die Wanderungsgeschwindigkeiten nur wenig. (Verminderung bei p-Glucos-
aminuronsiure, Steigerung bei D-Galaktosaminuronsdure). Inwieweit die al-
Formen?? der Hexosaminuronsiuren bei der Komplexbildung beteiligt sind, soll
hier nicht diskutiert werden.
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Verhalten wvon Muraminsiure wund N-Acetyl-neuraminsiure bei M olybdutpuﬁ’er-
Elektrophorese

Der Vollstindigkeit halber wurden auch Muraminséiure und N-Acetyl-neuramin-
sdure mit in die Untersuchung einbezogen. Muraminsédure gibt bei kleiner Wanderungs-
geschwindigkeit (M glucosaminitor = -0.18). eine scharfbegrenzte Zone; N-Acetyl-
neuraminséure wandert wesentlich rascher (ZV[ Glucosammnol ~+ 1.13), aber die sich
ausbildende Zone ist verwaschen. . S RETI. : .
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ZUSAMMENFASSUNG

Représentative Vertreter natiirlicher Hexosamine und Hexuronsduren wurden
auf ihre Trennbarkeit in komplex-bildendem Molybdatpuffer untersucht. Die durch
NaBH,-Reduktion aus den Muttersubstanzen leicht zuginglichen Aminozucker-
alkohole der Substanzklassen der 2z-Amino-z-desoxy-hexitole, der 2z-Amino-2,6-
didesoxyhexitole, der 3-Amino-3,6-didesoxy-hexitole kénnen durch Elektrophorese
ihrer negativ geladenen Molybdat-Komplexe bei pH 5.0 mit geringem Zeitaufwand
getrennt werden. Die moghche Bedeutung dieser Methodik zur Charakterisierung der
reduzierenden Komponenten in Ohgosacchanden wird diskutiert und die Anwendbar-
keit fiir die Identifizierung von Aminozuckern in Hydrolysaten an dem Beispiel des
Lipopolysaccharids aus E. col O7:K7:H4 aufgezeigt. Amphotere Aminozucker—
Hexosaminuronsiduren und Muraminsdure—koénnen auch ohne vorherige Reduktion
in wenigen Stunden elektrophoretisch aufgetrennt werden. Dagegen waren die mit
unsubstituierten Hexuronsduren erzielten Ergebnisse, mit wenigen Ausnahmen,

unbefriedigend.
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