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DIE, GASCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE VON ZUCKERN UND 

ZUCKERDERIVATEN AUS NICHT DIALYSIERBAREN SUBSTANZEN 

BIOLOGISCHER FLWSSIGKEITEN 

TH. GHEORGHIU’ UND K. OETTE 

Medizinisclre Universitdtsklinik KbZn l l , Kdln (B.R.D.) 

(Eingegangen am 14. August 1969: gcLndcrte Fassung am G. Januar 1970) 

SUMMARY 

Gas ckromatografihic analysis of sugars and sugar derivatives from non-dialysable conz- 
$onents of biological fhids 

For the analysis of the sugar moiety of biological substances gas chromatography 
of the per-0-trimethylsilyl derivatives was found to be an easily standardizable, 
time-saving and precise method with excellent sensitivity and resolution. The method 
even allows the separate determination of sugars of great structural similarity such as 
anomers. Ethylene glycol succinate or butane-x,4-diol-succinate were used as station- 
ary phases at constant or programmed temperatures. The other stationary phases 
tested afforded no better separation. I.-Fucose or deoxyribose served as internal 
standards for the absolute quantitative determination. Comparison of *the results ob- 
tained by the gas chromatographic method with those obtained by photometric pro- 
cedures showed good agreement. The hydrolysis conditions were studied in more detail 
and hydrolysis correction factors were used to obtain the carbohydrate composition of 
the original specimen.. The relationship between retention time and structure of the 
different trimethylsilyl derivatives tested was pointed out. By the method describ- 
ed the following biological fluids were studied: saliva, gastric juice, pancreatic juice, 
bile, lymph, and urine. 

EINLEITUNG 

Klinisch-experimentelle Untersuchungen tiber pathologische Vergnderungen des 
Magensaftschleimes ergaben die Notwendiglceit einer empfindlichen, spezifischen und 
nicht zu aufwendigen Methode zur Analyse der nicht-dialysierbaren Zuckerkomponen- 
te. Die Gaschromatographie (GLC) erwies sich in dieser Hinsicht geeigneter als photo- 
metrische oder diinnschichtchromatographische Methoden. Unter den fiir die GLC 
verwendeten fliichtigen Zuckerverbindungen weisen die Polyacetyl-l-3 und Poly- 

* Dozcntcnstipendiat dor Alexander von Humboldt-Stiftung an dcr iMedizinischcn Uni- 
versittltsklinik K8ln, B.R.D. 
l ‘Director: Prof. Dr. R. GROSS. 
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methylderivatez-0 wesentliche Nachteile auf. Gute Ergebnisse ermtiglichen hingegen 
die Trimethylsilyl?ither (TMS), die fur GLC-Bestimmungen von Phenolen und Alko- 
holen’**, SteroidenD, Gallens%urenl” und Zucker& 11-13 eingesetzt wurden und in den 
letzten Jahren such fur die’knalyse einiger kohlehydrathdtiger biologischer Stoffe 
eine erfolgreiche Anwendung fanden 14--10. Die Persilylierung ftihrt zu einer rapiden 
Umsetzung s~mtl~cher OH-Gruppen des Zuckers mit einheitlichen Reaktionsproduk- 
ten und Auftrennung der Anomeren. Trots einigen Uberlappungen gelingt es durch 
angepasste Versnderungen der methodischen Bedingungen selbst bei komplexen 
Hydrolysatgemischen eine quantitative Bestimmung der Komponente zu erzielen. 

MATERIAL 

Reagenzien 
Hexamethyldisilazan wurde von der Fa. Fluka/Buchs, Schweiz bezogen, Trime- 

thylchlorsilan und Testzucke? von der Fa. Serva, Heidelberg und enzymatische UV- 
Teste fur Glucose und Galactose von der Fa. Boehringer, Mannheim. Die tibrigen 
Reagenzien stammten von der Fa. Merck, Darmstadt. Nitrosomethylharnstoff * l diente 
zur Herstellung von Diazomethan. SSimtliche Reagenzien waren reinst oder p.A. Die 
Liisungsmittel wurden redestilliert, das Pyridin zur Entwasserung unter Zusatz von 
Bariumoxyd. Die Pyridinlagerung erfolgte tiber Bariumoxyd, 

Gaschvomatograjbhie-Phasen 
Die Firmenbezeichnung lautet : A = Applied Science Laboratories, Pa., U.S.A., 

zu beziehen tiber Fa. Serva, Heidelberg; B = James G. Biddle Co., Pa., U.S.A., zu 
beziehen tiber Fa. Serva, *Heidelberg; P = Perkin-Elmer, Uberlingen-Bodensee ; 
S = Serva, Heidelberg; (F) = kommerziell hergestellte S&.ulenftillungen. 

Die Bezeichnung der Tragermaterialien lautet: a = acid washed, b = base 
washed und s=silyliert mit Dimethylchlorsilan. 

Un$mZare stationdre Phasen. Es wurden folgende Phasen verwendet: ApiezonB 
15 oh auf Gas-Chrom Q (a, b, s; 100-1~0 mesh)A und SE-30 (Methyltyp)s 1.5 oh auf 
Chromosorb G (a, s ; 80-100 mesh) * getestet. 

Polare Polyester-Phasen. Folgende Phasen wurden verwendet : Butan-1,4-diol- 
succinat (BDS)A 20 ob auf Gas-Chrom P (a, b; 60-80 mesh)A und auf Gas-Chrom Q 
(a, b, s; 100-120 mesh) A; Athylenglycolsuccinat (EGS) 2.5 o/o auf Chromosorb G 
(a, s :, 80-100 mesh)*(p), 12 o/o auf Gas-Chrom P (a, b ; 80-100 mesh)A@) und 18 oA auf 
Chromosorb W (a, s; 80-100 mesh)A(p); Diathylenglycolsuccinat (DEGS)A 15 Y. auf 
Gas-Chrom Q (a, b, s; 100-120 mesh) A; Athylenglycoladipat (EGA)A 15 o/o auf Chro- 
mosorb G (a, s ; 80-100 mesh) *; Neopentylglycolsuccinat (NPGS) I o/o auf Chromosorb 
W (a, s; 80-100 mesh) P(P) ; Neopentylglycolsebacat (NPGSE) I y. auf Chromosorb W 
(a, s; 80-100 mesh)*(“); Neopentylglycoladipat (NPGA)A 15 y. auf Gas-Chrom Q 
(a, b, s ; 100-120 mesh)A. 

.’ l Freundlicherweise stellten uns Herr Prof. STOPFEL, Direktor des Physiologisch-Chemischcn 
Instituts dcr UnivcrsitM K6ln und Herr Priv.-Doz. Dr. GIBLEN vom Pharmakologischen Institut 
der Universitlt Kt)ln Vorsuchsmengen von N-AcetylneuraminGiure zur Verftigung. 

l * Freundlicherweise von Herrn Dr. TSCH~PE vom Physiologisch-Chemischen Institut der 
Universitdt KOln zur VerftIgung, gestcllt. 
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Triigergas 
Als Tragergas diente Argon 99.99 “/0 (Ea. Messer-Griesheim, Itoln), Fur den 

Flammenionisationsdetektor benutzten wir zus&tzlich gereinigten Wasserstoff und 
synthetische Luft (Fa. Linde, Mtinchen). 

Sekretionsstimulantien. 
Pentagastrin*, Betazol (Fa. Lilly, Giessen) und Secretin (Fa. Boots, Notting- 

ham, Great Britain), wurden verwendet. 

Glasgeriite 
Die Hydrolyse wurde in dickwandigen Glasampullen durchgefiihrt . Die Sily- 

lierung und die Eindampfung der silylierten Proben im Rotationsverdampfer erfolgte 
in zs-ml Spitzkolben oder Schliffzentrifugenglaschen. Die TMS wurden in Riihrchen 
mit angesetzter Spitze (OETTE UND Dossl’) tiberftihit, aus denen selbst kleinste 
Mengen mit einer Hamilton-Spritze (5 oder IO ~1) fur die GLC-Analyse entnommen 
werden kiinnen. 

A$paraturen 
Zur Gefriertrocknung der in Cellophanschl~uchen (Union Carbide Corp., Chicago 

Ill., U.S.A.) dialysierten Proben wurde ein Ger&t der Fa. Colora, Larch, benutzt. Fur 
die GLC fand ein Apparat der Fa. Packard, Frankfurt, mit Glas-Spiralsaulen (185 cm 
Lange und 5 mm Durchmesser) , Temperaturprogrammierung, Flammenionisations 
(FID)- und3H-Argonionisations (AID)-Detektor (wahlweise) Verwendung. Die photo- 
metrischen Messungen wurden mit dem Spektralphotometer PMQ II der Fa. Zeiss, 
Oberkochen, durchgeftihrt. 

KETHODIK 

Gewinnung und Vovbereitung der Proben 
Die Gewinnung von biologischen Fhissigkeiten erfolgte in der in Fig. I angegebe- 

nen Weise (fur Einzelheiten, s. GHEORGHIU und MitarbeiterleslO) nach Stimulierung 
mit 500 rug Pentagastrin bzw. 50 mg Betazol (Magensaft) oder mit IOO E. Sekretin 
(Pankreassaft) oder durch Absaugen (Speichel). Dabei miissen Verunreinigungen ver- 
mieden und kontaminierte Proben verworfen werden. Die bei 2 000 r.p.m., 15-20 min 
zentrifugierten Proben wurden ca. 36 h gegen Leitungswasser dialysiert und anschlies 
send gefriergetrocknet. Eine eingewogene Menge des Lyophilisats wurde zur Analyse 
eingesetzt (25-30 mg Trockensubstanz entsprechen etwa IO ml Speichel, Galle, Magen- 
oder Pankreassaft beziehungsweise etwa 20 ml Warn). 

Testmischungen 
Zucker und Zuckerderivate unterschiedlicher Mischung wurden 1-24 h zur 

Einstellung des Mutarotationsgleichgewichts in Wasser gel&t stehengelassen. Nach 
Eindarnpfung im Vakuum wurden die Proben verschiedenen Hydrolysebedingungen 
untexworfen oder direkt silyliert. 

- 

*Frcundlicherweise von der Fa. Merck, Darmstadt zur Vcrftigung gestellt. 
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Fig. I. Aufarbcitungsschema. 

Hydrolyse 
In Anlehnung an die ftir die Glykoprotein-Hydrolyse gebr~uchlichen Bedin- 

gungen (Literatur bei Lit. 20) und auf Grund eigener Untersuchungen GHEORGHIU 

el nL.20 wghlten zwei Standardverfahren aus: 

Fiir die Neuramins%ure-BestimmungnachW~~~@~~l: 0.03 N HC1,8o” und 111. 

Das Reagenz der BIAr.-Methode22 enth?ilt HCl; eine separate Hydrolyse wird dadurch 
unnotig. 

Fur die Analyse der anderen Zucker und Zuckerderivate: 3 N HCl, IOOO und 3 11. 
Die Spaltung erfolgt in versiegelten Glasampullen uuter Stickstoff. 

Die in Spitzkolbchen iiberftihrten Proben wurden im Vakuum bei 40-50” abge- 
dampft und Feuchtigkeitsreste durch mehrsttindiges Lagern in einem Exsikkator 
entfernt (die Silyherung wird durch Wasserspuren empfindlich gestiirt) . Nach den 
Ergebnissen von SWEELEY et a1.13 und eigenen Versuchen erschien uns ein Gemisch 
(= Silanreagenz) von IO ml wasserfreiem Pyridin, 3 ml Hexamethyldisilazan und z 
ml ‘lTrimetl~ylclilorsilan als optimal. Die Substanzen wurden in der angegebenen 
Reihenfolge nacheinander schnell in ein mit Stickstoff geftilltes R6hrchen tiberfiihrt. 

J. Chromalog., 48 (1970) 430-445 



434 TH. GHBORGHIV, I<. OETTE 

Das Silanreagenz kann 12-24 h im Ktihlschrank ohne wesentlichc Zersetzung auf- 
bewahrt werden. 

Etwa IO mg Zuckergemisch oder Hydrolysatriickstand wurden unter N, in ein 
Riihrchen mit ca. 0.5 ml Silanreagenz versetzt und 30 min unter wicderholtem Schtit- 
teln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Obwohl die Reaktion sehr schnell ablauft, 
ist eine quantitative Umsetzung nur dann gewahrleistet, wenn eine vollstandige 
Liisung stattgefunden hat. Anschliessend werden die fltichtigen Anteile sorgftiltig mit 
Stickstoff abgeblasen und die in Pentan oder Hexan gel&ten TMS nach Sedimentie- 
rung oder Abzentrifugation der unlijslichen Anteile (u.a. Ammoniumchlorid) in ein 
Spezialrijhrchen (s.o.) tiberfiihrt. 

Die Hexurons&uren wurden vor der Silylierung mit einer atherischen LBsung 
von destilliertem Diazomethan verestert. Das Diazomethan wurde aus Nitrosomethyl- 
hamstoff mit 20 *A KOH freigesetzt und vor der Destillation in Ather aufgefangen. 

Gaschromatograj5hie 
Sdulentem~eratur. Die S%ulentemperaturen lagen zwischen 80 und 200~. In Abl 

hangigkeit vom Gemisch und der Fragestellung wurde entweder bei konstanter Tem- 
peratur oder mit Temperaturprogrammierung gearbeitet. Bei EGS-Saulen wurden ftir 
Pentosen und Hexosen IOO’, ftir Hexosen und Acetylhexosamine 140’ und fur Di- 
saccharide bei BDS-Sgulen 180-200~ angewendet. Fur biologische Gemische ist ent- 
weder eine Temperaturprogrammierung von IOO-IIOO bis 14o-16o~ bei einem Anstieg 
von r-2”/min oder eine Temperierung bei 120~ bis zur Eluierung von p-Fucose mit 
anschliessender Erhohung urn z”/min bis 160~ am geeignetsten. Die Temperatur des 
Inlets betrug 250°, die des Outlets 220~ und die des Detektors 210’. 

Tr~gergasdurch~uss. Der Tragergasdurchfluss wurde konstant zwischen 60 und 
160 ml/min gehalten. Der Gasdruck lag zwischen 15-20 p.s.i.g. Bei einer Spannung von 
500 V ergab sich eine lineare Detektor-Ansprechbarkeit. Die Empfindlichkeit wurde 
nach Bedarf zwischen IO-~ x 3 und 10-l” x 3 variiert. Es wurden 0.5-s ,ul (0.1-1 pug) 
der in Hexan oder Pentan gelijsten TMS in die Saule injiziert. 

Quantitative Analyse. Die relative quantitative Analyse wurcle durch Ausmes- 
sung verschiedener Peak-Gr6ssen vorgenommen (Hiihe x Mittelwert zwischen halber 
Basisbreite und Breite in halber Hohe), bei Bedarf mit den tiblichen geometrischen 
Korrekturen (KAIsER~~). Zur absoluten quantitativen Bestimmung diente als interner 
Standard Fucose oder Deoxyribose. Diese wurden in Bezug zur eingewogenen Proben- 
menge entweder vor der Hydrolyse (Fucose : cu. IO mg/Ioo mg Trockensubstanz) oder 
unmittelbar danach (Deoxyribose: CCL 15 mg/Ioo mg) zugegeben. 

Ph.otolitetrisclae Bestimmungen 
Die Neuraminsgure wurde mit Thiobarbitursaure nach WARRENSI und zu Kon- 

trollzwecken mit den Methoden von BIAL~~ und S’VENNERHOLM~” bestimmt. Zum Ver- 
gleich mit den GLC-Analyseergebnissen dienten folgende photometrische Methoden : 

Glucose und Galactose - 
heim ; 

Enzymatische UV-Tests der Fa. Boehringer, Mann- 

Fucose nach DISCHE UND SHETTLES~~, modifiziert nach EVANS~~; 
Hexosamine nach ELSON VND MORGAN~‘, modifiziert nach DISCHIZ UNIB 

BOHRENFREUND*~. (Umstandlicher sind die Varianten von BOASTS und KRAAN UND 
MvIR~~.) ; 

J. C~~~omMr*, 48 (1970) 430-445 
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Acetylhexosamine nach REISSIG~~, modifiziert nach ELSON UND MORGAN~‘; 
neutrale reduzierende Hexosen (global) nach WINZLER, modifiziert nach 

FRAN~OIS et c~l.~~. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Hydrolyse 

Bei der Zuckeranalyse erfordert die Hydrolyse besondere Beachtung, da (I) die 
Spaltung infolge unterschiedlicher Bindungen mit verschiedener Geschwindigkeit 
erfolgt und (2) die Zucker und Zuckerderivate im sauren Milieu unterschiedliche Sta- 
bilitaten aufweisen - ungefahr in der Reihenfolge : Neuraminssure < (Deoxypentosen 
< Pentosen = Deoxyhexosen) < (Mannose < Galactose < Glucose) < Hexosamine. 

Nach eingehenden Vorversuchen bevorzugten wir deshalb ftir Neuraminsaure 
eine getrennte Aufarbeitung unter wesentlich milderen Hydrolysebedingungen als fur 
die anderen Zucker. 

Unter diesen Voraussetzungen ergibt sich fi.ir die Zuverlassiglceit der Analysen- 
ergebnisse folgende wichtige Feststellung : Die nach der Hydrolyse bestimmten Zucker- 
werte entsprechen nicht mehr den Verhgltnissen im Ausgangsgemisch. Dadurch kijn- 
nen besonders bei Strukturuntersuchungen grosse Fehler entstehen. An anderer Stelle20 
verweisen wir auf die Moglichkeit, zuverltissige Hydrolyse-Korrekturfaktoren unter 
den gewghlten Standardbedingungen aus der Zersetzungsrate des freien Zuckers und 
der zeitabhangigen Ver%nderung der betreffenden Zuckerwerte im Hyclrolysat biolo- 
gischer Proben graphisch und rechnerisch ermitteln zu lconnen. Die im Rahmen un- 
serer Methodik so kalkulierten Faktoren sind in die Tabelle VI aufgenommen worden. 

Auf eine Abspaltung des Zuckeranteils durch saure wasserfreie Methanolyse 
wurde verzichtet, da die Trennung von Methylglykosidsilylderivaten der Hexosamine 
unbefriedigend ist und sich bei hoheren HCl-Konzentrationen, die eine bessere Aus- 
beute ermoglichen, das Galactose/Glucose-Verhaltnis durch das Auftreten zus8tzlicher 
Peaks (SWEELEY UND WALKER~~) wesentlich verandert. Besonders bei der Unter- 
suchung des Magensaftes, der normalerweise nur geringe Mengen gebundener Glucose 
enth2lt, wirken sich diese Umstande ungiinstig aus. 

In den GLC-Kurven der unter unseren Standard-Bedmgungen hydrolysierten 
und persilylierten biologischen Proben waren keine signifikanten zusatzlichen Peaks 
nachweisbar, die auf Abbauprodukte, Isomerisierungen oder Bildung von hohermole- 
kularen Verbindungen (“acid reversion”) hingewiesen batten. Unter den untersuch- 
ten Zuckern stellt lediglich Xylose eine Ausnahme dar. Hierin stimmen unsere Ergeb- 
nisse mit denen von WULFI? iiberein, jedoch betrug der zus%tzlich bei der Xylose auf- 
taucllende Peak statt 20 Y. nur 12.3 %. 

Die GLC bewirkt eine weitgehende Trennung der Stereoisomeren (wie die Fig. zA 
am Beispiel des Inositgls zeigt) und der verschiedenen Ringformen (Z-B. die “y’‘-Peaks 
der Galactose-Reihe). Daclurch entstehen bei quantitativen Bestimmungen von 
Zuckergemischen Schwierigkeiten, besonders wegen der Anomerenauflijsungf31 33. Die 
so zustande gekommenen Uberlappungen konnen trotzdem ausgewertet werden, weil 
die Anomeren-Verh5ltnisse unter Standardbedingungen geniigend konstant sincl. 
Eigene Untersuchungen (Tabelle I) zeigten, class das Gleichgewicht in wasserigen 

J. CItmntafo~. , 48 (x970) 430-445 



P
 w
 

C
R

 

T
A

B
E

L
L

E
 

I 

D
A
S
A
N
O
M
E
R
E
N
V
E
R
t
i
L
T
N
I
S
I
M
 

~
I
U
T
A
R
O
T
A
T
I
O
N
S
C
L
E
I
C
H
G
E
~
V
I
C
H
T
B
E
I
E
I
N
I
G
E
N
Z
U
C
K
E
R
N
U
N
D
Z
U
C
K
E
R
D
E
~
A
T
E
N
 

Z
U

C
R

H
 

Li
te

ra
tu

ra
ng

ab
en

 
E

ig
en

e 
G

LC
-B

es
ti

m
m

un
ge

n 

O
pt

is
ch

e 
R

ot
at

io
n,

 O
xi

da
ti

on
a 

G
LC

 v
on

 T
&

IS
-D

er
iv

ak
nb

 
H

,O
-_

&
ui

lib
ri

er
un

ge
 

N
ac

h 
H

C
I-

E
in

w
ir

ku
ng

a 

a
 

B
 

Y
 

a
 

B
 

Y
 

E
L
 

B
 

-
?
J
 

c
+
!
 

B
 

D
-A

ra
bi

no
se

 
67

.5
-7

3.
5 

D
-X

yl
os

e 
32

.1
-3

4-
S 

D
-D

eo
xy

ri
bo

se
 

~-
~h

~c
os

e 
35

-2
-3

7.
4 

D
-&

la
ct

os
e 

27
.2

-3
1.

4 
D

-M
an

no
se

 
61

.2
-6

9.
8 

D
-F

uc
os

e 
D

-C
lu

co
sa

m
in

 
63

.te
 

D
-G

al
ac

to
sa

m
in

 
46

.5
0 

D
-A

ce
ty

lg
lu

co
sa

m
in

 
D

-A
ce

ty
lg

al
ac

to
- 

sa
m

in
 

M
al

to
se

 
36

o-
37

.7
 

L
ac

to
se

 
41

.0
 

26
.5

-3
2.

4 
65

-2
-6

7-
g 

62
.6

-6
4.

8 
65

.6
72

.8
 

31
.1

-3
8.

8 

36
.6

e 

53
*5

e 

62
.3

-6
4.

6 
59

-o
 

5.
4 

50
.8

 
43

.8
 

2.
3 

55
.2

 
42

.5
 

3-
4 

41
-3

 
55

-2
 

- 
44

.8
 

55
.2

 
5.

7 
54

.4
 

39
-9

 
- 

39
.8

 
6
0
.
2
 

-
 

37
.3

 
62

.7
 

5.
4 

31
.9

 
62

.6
 

2.
2 

30
.1

 
67

.7
 

- 
72

.0
 

28
.0

 
- 

67
-5

 
32

.5
 

2.
6 

36
.0

 
61

.4
 

- 
68

.0
 

3
2
.
0
 

I.
9 

53
-o

 
45

-I
 

- 
64

.6
 

35
.4

 

3.
3 

59
.9

 
37

.3
 

- 
44

.9
 

5.
5-

I 
- 

39
.3

 
60

-7
 

- 
4
0
.
1
 

5
9
.
9
 

aE
xt

re
m

w
er

te
 

na
ch

 L
it.

 
14

 u
nd

 3
8-

41
. 

bN
ac

h 
S
W
E
E
L
E
Y
 
U
N
D
 
C
V
A
L
K
E
R
I
~
.
 

cN
ac

h 
6o

 m
in

 M
ss

ri
ge

r 
A

qu
ili

br
ie

ru
ng

. 
(i

St
an

da
rd

-H
yd

ro
ly

se
be

di
ng

uu
~e

n 
(3

 N
 H

C
l. 

m
o
o
,
 

3 
h)

. 
e 

C
hl

or
hy

dr
at

. 

- 

2.
5 

12
.3

 
6.

8 
- 2.

9 
_-

 

2.
9 

- 2.
2 

55
.0

 
42

.5
 

40
.2

 
47

.5
 

53
.6

 
39

.6
 

3S
.2

 
61

.S
 

29
.6

 
67

.5
 

a.
4 

31
-6

 
37

.3
 

60
.8

 
69

.2
 

30
.5

 

57
.3

 
49

.5
 



GC ANALYSE VON ZUCKERN UND ZUCKERDERIVATEN 437 

ZuckerliSsungen nach 60 min vijllig eingestellt ist und such nach %ureeinwirkung erhal- 
ten bleibt. Massige Schwankungen weist zwar die L-Fucose in biologischen Hydroly- 
saten auf, ohne aber dadurch das Bestimmungsergebnis zu beeintrtichtigen, da ihre 
Anomeren-Peaks von den anderen isoliert auftreten. 

Fig. Z. (A) Trennung von Inositol-Stcreoisomcron. Beclingungen: EGS 12% ; 1oo-14o~, 2 O/mill; 
E = I x 10-O; 0.5 cm/min. Bei eincr konstanten Temperatur von 120 ’ weisen clic trennbaren Iso- 
meren-Peaks folgende relative Retcntionszciten auf: 1.00 (= 64 min), 13.50/~ ; 1.19, 57.0%; 
1.71~ r7.3°h: 3.44, 7.8%; 5.35. 4.4%. (B) T rennung bcin Zucker-Testgemisch. Bedingungen : 
EGS 18%; Go-140”, I.5”/min uncl 140-180”. 5”/min; I’: = 3 X 10-O; 0.25 cm/min. I = n-Ribosc; 
2 = a-D-Fucose; 3 = @-D-Fucose: 4 = ac-IJ-Glucose; 5 = a,@-D-Galactosamin; 6 = fl-D-Glucose; 
7 = a-D-Acetylglucosamin; 8 = P-D-Acetylglucosamin; g = or-Maltose; IO = P-Maltose. 

Zur Beziehung zwischen Struktur und Anomerenbildung kann man im Allge- 
meinen annehmen, class im Gleichgewicht die thermodynamisch bevorzugte Form 
tiberwiegt. Dicse entsteht bei dem anomeren Molektil mit der kleineren Zahl von neben- 
einander gelagerten OH-Gruppen, mit anderen Worten dann, wenn das glykosidische 
Hydroxyl in trapz.s-Stellung steht. So tiberwiegt LB. bei der Mannose die ac-Form im 
Gegensatz zur Glucose und Galactose. 

Bei gleich guter Umsetzung liess sich die Silanreagenzmenge auf 0.5 ml/en. IO 
mg Zucker verringern. Zur besseren Auflijsung der Zucker bevorzugten wir ein relativ 
grosses Pyridinvolumen. Die TMS-Bildung lauft, wie SWEELEY et cd.13 zeigten, schon 
innerhalb von 5 min ab. Die Voraussetzung hierfiir ist jedoch die Auflijsung der Zucker 
im Reaktionsgemisch. Da diese bei ktirzeren Zeiten haufig nicht vollstandig ist, ver- 
langerten wir unter wiederholtem Schiitteln und eventueller Erwarmung bis auf 40” 
die Reaktionszeit auf 60 ‘min. Eine intensivere Temperierung kann das Anomeren- 
verhgltnis betrachtlich verandern. 

J. Cl~rornnto~., 48 (1970) 430-445 
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GLC der Zmker wad Zuclzerderivnte 
Die besten Ergebnisse haben wir mit polaren EGS-Saulen (IS yO oder 18 %) und 

BDS-Saulen (IS yO oder 20 %) crzielt. Bei Verringerung der stationgren Phase auf 
2.5 o/o trat ein grijsseres Tailing auf. Wahrend DEGS-Saulen bei einigen vor allem 
hexosaminfreien Zuckergemischen verwendbare Ergebnisse lieferten, sind EGA, NPGA 
und NPGS nicht zu empfehlen. Unter den getesteten unpolaren Sgiulen, die sich fur 
unsere Zwecke weniger eigneten, erwies sich SE-30 am brauchbarsten. Systematische 
Untersuchungen zum TrZgermaterial wurden nicht durchgeftihrt. 

Wie aus den Rt-Werten der Tabelle II und aus Fig. 2B ersichtlich, liessen sich 
unter gtinstigen GLC-Bedingungen die meisten Anomeren-Paare oder -Triplette so gut 
voneinander trennen, dass eine Bereclmung trotz einzelner ‘Uberlappungen m6glich 
war. Lediglich die Anomeren der Ribose zeigten in den verwendeten Systemen keiner- 
lei Rt-Unterschiede. Kritische Aufliisungen ergaben sich zwischen : a-Glucose und o(- 
Galactose, @-Galactose und a-Hexosaminen, Saccharose und a-Lactose. Eine Umwand- 
lung in Acetylhexosamine zur besseren Trennung (P~RRY~~) war nicht notwendig. Von 
geringerer Bedeutung fur die untersuchten biologischen Fhissigkeiten waren die Uber- 
lappungen zwischen Ribose und cc-Fucose sowie zwischen /3-Fucose und a-Xylose. 
Eine ausreichende Quantifizierung konnte aber such in diesen Fallen erreicht werden, 
wenn man das unter standardisierten Bedingungen konstant bleibende Anomerenver- 
hgltnis in die Berechnung einbezog. 

Retentionszeiten und Struktur der Zacclzer 
Die Rt-Werte der TMS der Zucker und Zuckerderivate sind in Tabelle II zusam- 

mengestellt. Es lasst sich sowohl der Einfluss der Molekulgrijsse (Anzahl der C-Atome) 
und der Stereoisomeren als such der Oxydation (Urons%uren), Reduktion (Deoxy- 
zucker) und Aminierung (Aminozucker) erkennen. Die entgegengesetzte Temperatur- 
abhangigkeit der relativen X1-Werte von Komponenten, die vor bzw. nach dem Rt- 
Bezugspeak erscheinen, ergibt sic11 aus Fig. 3. 

Bei den Zuckern existierten infolge der komplexen Stereochemie nur eine be- 
grenzte Zahl von Verbindungen, die sic11 in eine homologe Reihe einordnen lassen. Die 
Rt-Werte der Stereoisomeren innerhalb einer Molekulargewichts-Stufe tiberschneiden 
sich nicht mit den Rt-Spannen der benachbarten Stufen (2.13. Pentosen nicht mit 
Hexosen) . 

Bei biologisch vorkommenden Hexose-Derivaten, die unterschiedliche funktio- 
nelle Gruppen tragen, ergibt sich z.B. fiir die TMS-Galactose-Verbindungen folgende 
Reihe der relativen Rt-Werte (s. Tabelle II) : Deoxygalactose (Fucose) < Galactose < 
Galactosamin < Galacturons~uremethylester < Galacturons?iurelacton < N-Acetyl- 
galactosamin. 

Bei den Stereoisomeren der untersuchten TMS-Zucker sind folgende Beziehun- 
gen zwischen Rt-Wert und Struktur festzustellen : 

(I) Ketosen weisen wesentlich ktirzere XL-Werte auf als die betreffenden Aldosen 
(z.B Fructose < Glucose). 

(2) Die Furanose-Formen zeigen vermutlich eine geringere Retentionszeit als die 
Pyranose-Formen. Ein Hinweis darauf ktinnte das Vorkommen kleiner Mengen y- 
Isomeren, vor allem in der Galactosereihe, sein. 

(3) Bei C,-Stereoisomeren (Anomeren) weist dasjenige mit %quatorial.er OH- 
Gruppe einen langeren Rt-Wert auf (SWEBLEY et ~1.‘~). 

. . J. Clbromnlog., tS (1970) 430-445 



440 TH. GHEORGHIU, K. OETTE 

(4) Fiir die tibrigen Isomeren (C,-C,) der getesteten TMS-Zucker zeigte sich, 
dass die Retentionszeiten nicht nur mit der Zahl der $iquatorialen OH-Gruppen, son- 
dern such mit deren N&he zum C,-Atom in einem bestimmten Verhaltnis zunehmen 
(GHEORGHIU WND OETTE~“). 

h 

g 4.00 

s I 

z 2.00. 
w 
k? 

~,j~-~;~;~ 

.o - 1 Cl-~llJ.Xisc 

1.00. a b 
cd e ~_~~~~~.~~.~~~~~~~~~---~~~~-~~~~~~@ 

9 
‘S 

_~~:~~: 

9 
d o* 

80 so 100 110 120 130 140 150° 
Siiulentemperatur 

Fig. 3, Die Bczichung zwischcn den Retcntionszciten einiger Zuclteranomerc und der Stlulentem- 
peratur. Absolute R1-Wertc ftir a-Msnnose: (a) 28.2 min; (b) 20.2 min; (c) 14-0 min; (cl) 8.45 min; 
(c) 2.35 min. 

Detektoransflreckbarkeit mad P~iizision 
.Mit dem AID konnten bis ccc. 0.05 ,ug mit dem RID bis 0.01 ,ug Zucker erfasst 

werden. Die Linearitat der Ansprechbarkeit beider Detektortypen konnte bei der be- 
nutzten Spannung fiir die untersuchten TMS-Zucker nachgewiesen werden. Binare 
komplexe Mischungen von Zuckern (Beispiele in den Tabellen III und IV) ergaben eine 
gute quantitative ubereinstimmung zwischen theoretischer und gefundener Zusam- 
mensetzung. Aus der Tabelle V wird such die gute Reproduzierbarkeit der Unter- 
suchungsmethode ersichtlich. 

Die Peakflachen entsprechen beim AID dem Gewicht des betreffenden TMS- 
Zuckers, beim FID dem Gewicht der detektoransprechenden C- und Si-Atome im 
Molektil. In beiden Fallen erfordert die Umrechnung auf den ursprtinglichen Zucker 
eine Korrelctur. Die Faktoren kijnnen anhand folgender Formeln berechnet werden : 

F&i10 = 
Mol.-Gcw. Zuclccr --- 

Mol.-Gew. Zuckcr + 72 No~r 

FFID = 
Mol.-Gew. Zuclccr 

12(Nc + 3 NOH) + 28 NoH 

J. Chvomatog., 48 (1970) 430-445 



GC ANALYSE VON ZUCKERN UND ZUCKERDERIVATEN 441 

~ETEKTOl~ANSPH~CHBAHKEIT 

%ule: EGS 18 %. 

?acckev Eiqewo- Uestimm- Different Lq,ingewo- Bestimm- Difierenz 
geoze te Merage 

A bsoh? yO Einge- glL&e 
tc lVIe*lge 

Mcnge (%) (%) A bsohct y’ Einge- 

(%) wogen Wd wogen 

I-Ribosc 22.5 

>-Xylose IG.0 

.-Fucose 

>-Glucose 
I-Galactose 
,-Mannose 15.5 
>-Glucosaxnin 
I-Galactosamin 40.0 
>-Acctylglucosamin 

23.2 +0.7 +3*I 
15.8 -0.2 --I .3 

21.0 22.3 $_I.3 + 6.2 
3.5 3.9 +o.4 +1x.4 

30.9 -1.5 - 4.6 
15.8 +o.3 -t-I.9 3:*z . 6.7 -to.5 + 8.1 

25.3 23.7 --I .G - 6.4 
45.2 -0.S -1.7 

1I.G 12.5 fo.9 $_7.8 

Xdektortyp 

;&ulcnten~peratur 

3_H-IonisiLtionsclctcktor Flamncnionisationsclctektor 

80” x00-1 50 O, 2 o/mix~ 

TABELLE v 

IZ~PRODUZIERBARI~~IT DER GhSCHROMATOGRhPHISCHEN ZUCKERANALYSE 

S&de: BDS 20% auf Gas-Chroxn Q bei 100’; FID. 
__----_..__I - --...._ 

Zzrclzer Eingewo- Bcrechnete Werte 
gene - 

iVlenge Bcstimmtcngen Miltelwert 

(%) 
-.-._.-..---~_~-- ____ -. * S.D. 

I 2 3 4 

-~__-_ 
DiffEren 
(70) 

mI:ucose 23.3 21.8 25,o 23.4 21.8 23.x * 1.53 - I.3 
D-Uucose 29.0 30.5 27.9 28.2 30-G 29.3 zk 1.09 + 0.7 
u-Galactose 21.3 22.5 20.5 20.5 22.4 21.4 & 1.24 + 0.4 
D-hhnllOSC 26.4 25.2 26.6 27.9 25.2 26.2 & 1.30 - 0.S 

wobei .iic die Zahl der C-Atome und NoH die Zahl der reagierenden OH-Gruppen des 
urspriinglichen Zuclcers oder Zuclterderivates ist. 

In der Tabelle VI sind die Falrtoren fiir die in den untersuchten biologischen 
Proben auftretenden Zucker angegeben. Bei Hydrolysatanalysen wird zus%tzlich ein 
van den Standardbedingungen abh2ingiger Hydrolyse-Korrekturfalctor einbezogen, 
der nacll der von uns beschriebenen Metllode20 bereclmet werden lcann. Die entsprech- 
enden Werte sind in Tabelle VI angegeben. 

Absohte pcnhtativc Uestimrmtg 
Die interne Standardisierung der Proben durch Zusatz von gemischeigener L- 

Fucose oder durch Marltierung mit Deoxyribose fiihrte zu Ergebnissen, die eine gute 
Obereinstimmung mit geeigneten photometrischen Untersuchungsmethoden zeigten 
(Tabelle VII). 

J. Chromatog., 48( 1970) 430-445 
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TABELLE VI 

KORREKTURFAKTOREN ZUR GASCHROMATOGRAPHISCHEN ANALYSE EINIGER PERSILYLIERTER ZUCKER 

UND ZUCKERDERIVATEN* 

In dcr z., 4. und 5,-7. Spalte sind die auf Deoxyhcxoscn bzw. L-Fucosc bezogencn Falctorcn 
angegeben. 

Zucksrgruppe GLC-Korvelzturfairtoren Hydvolyse- Gcsamtfakto~ 
Kovrelztur- 

3H-Ionisations- FZamnaenionisations- faktov AID FID 
detehtor detektov 4 

-4UE 

Deoxypentosen 0.38 I .oG o-53 I.OG 

Pentosen 0.34 0.94 0.48 o.gG 

Deoxyhexosen 0.3G I .oo 0.50 1.00 
I.-Fucose I .oo I .oo I .oo 

Hexosen 0.33 0.92 o.qG 0.92 
D-Mannose o.gG 0.88 0.88 
D-Galactose 0.96 0.88 0.88 
D-Glucose 0.94 0.86 0.86 

Hexosamine 0.38 1.06 0.55 1.10 
D-Galactosamin 0.87 0.92 0.90 
D-Glucosamin 0.83 0.88 0.92 

Acetylhexosamine o-44 1.20 0.63 1.26 

Disaccharide o-37 I .03 0.52 I .o.l 

--~-.--- . _-._._-_ 
*Siehe Formeln im Text. 

TABELLE VII 

ZTJSAMMENSETZUNG DES NJCHT DIALYSIERBAREN ZUCKERANTEILS EINIGER BIOLOGISCHER FLCtSSIG- 

KEXTEN” 
-- 
Zz4cker Magensaft Ratto,+ Speichet Galle Panhreas- Hartt 

(novmale Person) vnagensaft saft (Sitrtgling 
wit Gar- 
goylistna4s) 

.__ ----- --_ 

L-Fucose 6.2 G.6b 3.3 9.0 9.5 4-I 2.8 
D-Mannose 1.1 - 3.2 1.8 o-3 3.1 
D-Glucose o-3 0.4” 0.3 - 1.8 o-3 0.9 
D-Galactose 13.2 14.0h 12.9 IO.4 14.7 1o.G 10.4 
D-Hexosamine 7.4 7.0” 11.9 9.9 13.3 9.1 IG.4 
N-Acetylneuramin- 

&lure 1.G 1.4 7.7 G-5 3.7 9.7 
Gesamter 

Zuckerinhalt 29.8 29.8 408 47.6 28.1 43.3 

Trocltengewicht “wl 
(mglml) 2.04 2.04 2.52 2.40 2.94 2.05 1.53 3,‘. 

-.--- - -.-- -..- .._ ,-__- .___ 
&GLC-Bestimmungon in mg/ IOO mg dialysicrtcs Lyophilisnt. 
bl?hotometrische Kontrollcn (Methoclcn s. Text). 

J. Chromatogl, 48 (1970) 430-445 
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In den Fig. 4 und 5 und der Tabelle VII wird die Anwendung der GLC fur die 
Bestirnmung des Zuckermusters verschiedener Kijrperfliissigkeiten illustriert. In kli- 
nisch- und tierexperimentellen Untersuchungen des normalen Magensaftes und dessen 
pathologische Veranderungen hat sich die Methode bereits vielfach bewghrt (GHEORG- 
HIU Cl n&3”*3’). 

Fib’. 4. Hcstimmung dcs Zuclccrmusters vcrschicclener I~brpcrfl~ssifilteitcn. (A) Norrnalcr mcnschli- 
cher hlagensaft mit internem Stantlarcl (a-c = 
5”/1nin; E = I x to-“; 

D-Dcosyribose) . 13edingungen : EGS 2.5 o/o : 80-x 60 O, 
I .25 cm/nlin. I uncl 2 = L-Fucosc; 3 = a-D-Mnnnose; 4 = D-Galactose + 

P-II-hIannosc -/- a-D-Glucose; 5 = a!-D-Galactosamin + -Glucosarnin; G = P-D-Galactosarnin + 
-Glucos~unin : 7 = fl-D-Glucose. (R) Rattcnmngensaft (Bcstimmung xnit Fucosc als interncr Stan- 
tlarcl). 13eclingungcn: EGS 2.5%, go-150°, z”/rnin; E = 3 x x0-“; x cm/min. I, 2 und 4-7, s. 
obcn. (C) S~uglingharn (Gargoylismus). Bcclingungcn : EGS 2.50/O ; 1oo-15o~, 4”/nlin; E = 
I.25 crli/nlin. r-7. s. obcn. 

I x 10-o; 

Fig. 5. 13cstininiun~ des %ucl~erniustcrs verschieclcncr IC6rpcrfliissiglccitcn, (A) Spcichc]. Bedin- 
gungcn : UDs 2o"k,; 10~+160”, 5”/rilill; E = 3 X lo-“; 1.25 cm/xnin. I-G, s. Fig. 4.A. (13) Galle. 
13cclinq~ngcn: T.CGS 12% ; IOO-xGo”, 5”/min; 15 = I x IO-D; 1.25 cm/min. 1-7, s. ITig. 4~. (c) 
l?nnkreassnft. I3eclingun~cn: DINGS ~5 o/o ; 95-rG0”. 5.5 “/min; 1’: = I x x0-0; r.25 cm/Illil~, 1-7, S. 

Fig. _I.-\. 

I;tir die Untersuchung des Zuclceranteils biologischer Substanzgemische ist die 
Gaschron~atographie der Per-0-trimethylsilylderivate eine leicht standardisierbare, 
zeitsyarcnde und prazise Methode von hoher Empfindlichkeit und ausgezeichnetem 
Aufliisungsvermijgen, Sie gestattet selbst bei den komplizierteren Zuckergemischen 

J. Clwomalog., 48 (1970) 430-445 



444 TH. GHEORGHIU, I<. OETTI? 

eine quantitative Bestimmung der Einzelkomponenten. Dabei werden such Anomeren 
paare teilweise oder vollst5ndig getrennt. Das vorliegende Verfahren arbeitet bei kon- 
stanter oder programmierter Temperatur mit iitbyIenglykolsuccinat oder Butan-x,4- 
diolsuccinat als station&e Phase. Zur absoluten quantitativen Bestimmung wurden 
L-Fucose und Deoxyribose als innerer Standard verwendet. Der Vergleich des Ver- 
fahrens mit photometrischen Methoden ergab eine gute ‘ilbereinstimmung. Beson- 
derer Wert wurde auf die Korrektur der durch die Hydrolyse vergnderten Zucker- 
zusammensetzung gelegt. Korrekturfactoren unter Standardbedingungen werden an- 
gegeben. Mit dem beschriebenen Verfahren wurden folgende Kijrperfltissigkeiten un- 
tersucht : Speichel, Magensaft, Pankreassaft, Galle, Lymphe und Urin. 
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