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CHROM. 5515

Eine verbesserte Methode zur diinnschichtchromatographischen Trennung
von Mono- und Oligosacchariden”

Im Rahmen von Untersuchungen iiber die Carbohydrasen der Teleostier bestand
die Notwendigkeit, die Spaltprodukte der enzymatischen Hydrolyse von Poly- und
Oligosacchariden rasch und sicher zu identifizieren. Hierfiir kommen papier- oder
diinnschichtchromatographische Verfahren in Betracht.

Die papierchromatographische Trennung von Mono- und Oligosacchariden ist
umstindlich und zeitraubend (vgl. z.B. Lit. * und 2). Andererseits sind die bisher ent-
wickelten diinnschichtchromatographischen Verfahren in erster Linie auf die Trennung
bestimmter Zuckerpaare ausgelegt und daher nicht geeignet, die im Rahmen unserer
Untersuchungen erwarteten Mono- und Oligosaccharide (z.B. die Spaltprodukte der
amylatischen Stirkehydrolyse) in einem einzigen Arbeitsgang zufriedenstellend von-
einander zu trennen.

So lassen sich auf Bisulfit-gepufferten Kieselgelplatten zwar Glucose und Mal-
tose, nicht aber Glucose und Fructose voneinander trennen3. Auch die Pufferung der
Kieselgelschichten mit Natriumacetat oder Borsidurei—¢ ergibt zwar fiir jeweils
bestimmte Kombinationen weniger Mono- und Disaccharide mit den entsprechenden
Laufmittelgemischen gute Trennergebnisse; die bei unseren Untersuchungen anfallen-
den Zucker (in erster Linie Glucose, Maltose, Maltotriose, Maltotetraose und Malto-
pentaose sowie I'ructose und Galaktose) sind jedoch mit diesen Verfahren nicht oder
nicht in der gewiinschten Schirfe trennbar. Das gleiche gilt fiir die eindimensionale
Cliromatographie auf mit Natriumacetat impréignierten Trigerschichten aus Kieselgel
und Kieselgur.8,

Nach vielen wenig erfolgreichen Vorversuchen mit gepufferten und ungepuffer-
ten Schichten ergaben sich gewisse Vorteile bei der Chromatographie auf Cellulose
MN 300, mit deren Hilfe bereits die Trennung von freien Zuckern und Alduronsduren®
sowie von Fructose, Glucose und Galaktosel® gelungen war. Die Ldsung unseres
Problems brachte die Kombination dieser Cellulose-Trigerschicht mit einem geeig-
neten Laufmittel. Dieses entwickelten wir durch Modifizierung eines von WoLFROM et

all! fiir die Trennung von Mono- und Disacchariden auf ‘‘Avicel” angegebenen
Lésungsmittelgemisches,

Methode

Zur Herstellung der Trigerschichten werden 15 g Cellulosepulver MN 300
(Macherey, Nagel & Co, Diiren/Rheinland) in einem ‘‘Omnimixer” (Ivan Sorvall, Inc.,
Norwalk, Conn.) 15 min unter Kithlung mit 100 ml glasdestilliertem Wasser disper-
giert und anschliessend mit einem Streichgeriit (C. Desaga GmbH, Heidelberg) auf
fiinf Platten 20 X 20 cm in einer Dicke von 0.25 mm aufgetragen. Nach Lufttrock-
nung iiber Nacht werden die Platten 1o min bei 105° nachgetrocknet. Die so vorbe-
handelten Platten sind, im Exsikkator tiber CaCl, aufbewahrt, jederzeit gebrauchs-
fertig. '

Am Beispiel der enzymatischen Stirkehydrolyse {vgl. Fig. 1) soll das weitere
* Herrn Dr. H.-W. Hacenst gewidmet,
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Fig. 1. Chromatogramm_auf Cellulose MN 300 unter den im Text beschricbenen RBedingungen.
Wachweis mit alkalischem Silbernitrat. I = p{—)-Tructose (8 ug}; 2 = a-D-Glucose (4 gl
3 = p{-)-Galaktose {4 w©g); 4 = D(-+)-Maltose (10 ug); 5 = Maltotricse (40 ng); 6 = Malto-
pentaose {40 ug); 7 = Gernisch aus 1 bis 6; 8 = enzymatisches Stirkechydrolysat. Bei der am
langsamsten laufenden Komponente des Hydrolysats diirfte es sich um Maltotetraose handeln;
eine entsprechend reine Referenzsubstanz stand allerdings nicht zur Verftigung.

Vorgehen dargestellt werden, 100 ul eciner 6 9% Losung von Stirke nach Zulkowsky
(E. Merck, Darmstadt, No. 1257) 100 ul 0.2 M Phosphatpuffer, pH 7.0, und oo ul
des zu priifenden Extrakts in geeigneter Verdiinnung werden 2.5 Std. bei 25° im
Wasserbad inkubiert. Danach sistiert man die Reaktion durch Zugabe von absolutem
Athanol (Endkonzentration 0 bis 75 %).

Das gefroren getrocknete Hydrolysat wird in 50 ul Pyridin aufgenommen und
5 min extrahiert. Pyridin erweist sichi deshalb als geeignetes Extraktionsmittel, weil
nur die Zucker in Lésung gehen, die Puffersalze jedoch ungel6st zuriickbleiben; dies
erhéht bei der nachfolgenden Chromatographie die IFleckenschirfe und eliminiert die
Schwanzbildung fast vollstindig. Die Probe wird klarzentrifugiert (Mikrozentrifuge;
O. Dich, Brondby Strand, Dinemark) und wie die Vergleichssubstanzen mittels einer
Konstriktionspipette mit abgewinkelter und aussen silikonierter Spitze im warmen
Luftstrom auf die Celluloseplatte aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgt aufsteigend eindimensional in einem Chromatographie-
trog der Firma Desaga, Heidelberg. Das Laufmittel ist Eisessig—Essigsduretdthylester—
Pyridin-Wasser (1:4:5:3); es wird frisch gemischt 1 Std. vor Beginn der Chromato-
graphic in den Trog gegeben. Nach einer Laufzeit von 2z Std. (entsprechend einer
Steighthe der Laufmittelfront von 1g em) wird die Platte 15 min bei 60° getrocknet.

Fiir den Nachweis der aufgetrennten Zucker auf der Diinnschicht eignen sich
(a) die:empfindliche Reaktion reduzierender Zucker mit alkalischer Silbernitrat-
Lésung (Nachweis I), und (b) die Farbreaktion reduzierender und nicht reduzierender
Zucker mit einem kombinierten Anilinphthalat-Naphthoresorcin<Trichloressigsiure-
Reagens!® (Nachweis II).
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Nachweis I. Nachweis 1 ist die Modifikation eines von RANDERATH*? angegebe-
nen Verfahrens. Man Dbespriiht die getrocknete Platte nacheinander mit: (1) AgINO,-
Losung (1.25 ml gesittigte wissrige AgNQO,-Stammldsung auf 500 ml mit destilliertem
Aceton), (2) alkoholischer NaOH-Losung (12 ml 55 9% wissrige Stammlauge auf 500 ml
mit g6%, Athanol), (3} verdiinnter Ammoniak-Lésung (5% NH, in Wasser), und
zuletzt mit (4) Thiosulfat-Losung (20% Nap5,0; in Wasser), um den Gelbstich aus
der Cellulose zu entfernen. Die Platte muss nach dem Aufspriithen jeder IL.6sung mit
dem JF6hn getrocknet werden, um das Abheben der Schicht vom Glas und ein Zerflies-
sen der I'lecken zu vermeiden.

Nachweis I'T, Man bespriilit die trockene Platte mit Anilinphthalat-Losung!
(995 mg Phthalsiure in 60 ml wassergesiattigtem Butanol-(1) 16sen und 0.55 ml Anilin
zusetzen), trocknet mit dem Foéhn und bespritht anschliessend mit Naphthoresorcin—
Trichloressigsdure-Losung!?® (eine frische Mischung aus einem Teil Trichloressigsdure,
20 % in Wasser, und zwei Teilen Naphthalindiol-(1,3), 0.2 % in absolutern Athanol).
Dic Farbentwicklung erfolgt bei 105° (10 min).

IPig., 2. Chromatogramm auf Cellulose MN zoo. Iombinierter Nachweis mit Antlinphthalat und

Naphthoresorein~"I'richloressigsiiure, 1 = p(—)-I"ructose (22 pg): 2 = w-n-Glucose (1t pyg):
3 = Saccharose (zz pg); 4 = Gemisch aus 1 bis 37 5 = «-1-Glucose (11 4g); 6 = p{-+)-Galaktose

(11 pg); 7 = w4 )-Lactose (22 pg); 8 = Gemisch aus 5 bis 7. Zur besseren fotographischen
Wiedergabe liegen die aufgetragenen Mengen weit tber den unteren Nochweisgrenazen.

Das hier bescliriebene Verfahren zur diinnschichtehromatographischen Tren-
nung von Mono- und Oligosacchariden ist seit einem Jalir routineméssig ecingesetzt
und hat sich flir die Identifizierung der Spaltprodulkte nach enzymatisclier Stirke-
hydrolyse sehir gut bewiithrt., Es zeichnet sich durch seine einfache Handhabung,-durch
das breite Spektrum der mit seiner Hilfe trennbaren Zucker sowie durch ‘seine:hohe
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Trennschirfe aus. Es diirfte daher bei der Charal{terisierung verschiedener Carbo- .
hydrasen (vgl. Fig. 2) als Schnellmethode gute Dienste leisten.
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