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In der Natur finden sich eine Vielzahl von Kohlenhydraten, die in Form von 
Monosacchariden, Oligosacchariden oder Polysacchariden in Pflanzen und Tieren 
vorkommen konnen. Die Variation des chemischen Aufbaus solcher Verbindungen 
ist sehr gross, jedoch kommt in den meisten Fallen gemeinsam nur eine begrenzte Zahl 
von Sacchariden vor. Diese Tatsache erleichtert in vielen Fallen die Analyse solcher 
naturlich vorkommenden Gemische, so dass oft mit relativ einfachen Trennungs- 
methoden solche Bestimmungen durchgeftihrt werden kiinnen. 

In der Lebensmittelanalyse zum Beispiel ist die quantitative Bestimmung fol- 
gender Saccharide wichtig: Saccharose,.Lactose, Maltose, Fructose, Glucose, Rafhno- 
se, Stachyose und eventuell Melezitose. Zur Trennung solch eines Gemisches eignet 
sich ein chemisch modifiziertes Kieselgel als stationsire Phase mit einem Gemisch aus 
Wasser und Acetonitril als mobile phase’. Die getrennten Saccharide werden mit einem 
Differentialrefraktometer nachgewiesen. Bestrebungen, die in dem Sauleneluat vor- 
handenen Zucker bei 192 nm nachzuweisen, ergaben befriedigende Ergebnisse fiir 
Zucker, die in grosseren Mengen vorhanden sind2. Fur komplizierte Gemische eignen 
sich die Verteilingschromatographie auf Ionenaustauscher mit einem Athanol-Wasser- 
Gemisch als mobiler Phase 3v4 oder eine Anionenaustauschchromatographie mit einem 
Boratpuffefl- ‘_ In beiden F5llen werden kontinuierliche colorimetrische Verfahren 
fur die Detektion der getrennten Verbindungen angewendet. Die Verteilungschroma- 
tographie mit einem Athanol-Wasser-Gemisch hat den Nachteil, dass ein Liisungs- 
mittelgradient schwer zu verwirklichen ist. Dagegen kiinnen natiirlich vorkommende 
und komplizierte Saccharid-Gemische, wie z.B. im Urin, mit Hilfe der Ionenaus- 
tauschchromatographie und mit einem Boratpuffergradienten getrennt werden. Zum 
Nachweis der Zucker werden sowohl colorimetrische als such fluorometrische Ver- 
fahren angewendet 8*9 Die bisherigen Verfahren erfordem Trennungszeiten bis zu . 
12 Stunden. 

Nachfolgend wird eine Trennungsmethode gezeigt, bei der durch die Verwen- 
dung eines feineren und geringer vemetzten Harzes die Trennungszeiten reduziert 
werden konnen. Weniger komplizierte Gemische kiinnen mit Hilfe eines Einpuffer- 
verfahrens auf einfache Weise analysiert werden. 

l Zum Teil vorgetragen bei den Kiinigsteiner ChrimatographieiTagen, 26-30. Oktober 1977. 
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EXPERIMENTELLS 

Fur die Trennungen wurden Elementen aus dem NCZP-System der Firma 
Technicon (Frankfurt, B.R.D.) und k&fliche Chromatographieteile venvendet. Ein 
Schema dieser Apparatur ist in der Fig. 1 dargestellt. 

t?od_puffer 

Luft ‘0.32nUmh. 

/?.S$ lJL?ml/mh. 

Schreiber Photoirrdar 420 nm 

Fig. 1. Schematische Darste!lung des Flfissigkeitschromatographen fGr Kohlenhydratanalyse. 

Die Versorgungseinheit besteht aus den Gef%sen fiir die fiinf Boratpuffer, 
einem von dem Programmgeber steuemdes automatisches Ventil, den Zuleitungen aus 
Stahlkapillaren und der Kolben-Hochdruckpumpe. Im Gegensatz zu den in der Hoch- 
druckthissigkeitschromatographie iiblich verwendeten Pumpen ist es hei diesem Nach- 
weissystem nicht erforderlich, die Pulsation zu dampfen. 

Der analytische Teil besteht aus einer Vor- oder Reinigungssiiule, einem Dosier- 
ventil und einer Trennsaule. Diese Einheiten sind aus Stahl und wurden von der Firma 
Latek (Heidelberg, B.R.D.) geliefert. 

Das Nachweissystem besteht aus Einheiten des Technicon-AutoAnalyzer-II- 
Systems, und zwar einer peristaltischen Pumpe mit einer Luftschleusenvorrichtung, 
zur exakten Dosierung der fur die Segmentierung erforderlichen Luftblasen, Verbin- 
dungsstiicken, Mischspiralen, dem Heizbad, dem Colorimeter und dem Potentio- 
meterschreiber- Das aus der S&tie kommende Eluat wird direkt segmentiert und an- 
schliessend mit einem Gemisch aus 70 %iger Schwefelsaure und 0.1 oA Orcin vermischt. 
Das Schwefelsguregemisch wird mit einem Acidflexschlauch befiirdert. Der Fltissig- 
keitsstrom durchlauft dann eine Mischspirale, urn die spezifisch schwerere Schwefel- 
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saure mit dem Sauleneluat griindlich zu vermischen. In dem nachfolgenden Heizbad 
findet die Farbreaktion statt. Bevor der Fliissigkeitsstrom zum Colorimeter gelangt, 
wird er erst in einer Kiihlspirale gekiihlt und ansehliessend entliiflet. Das Ergebniss der 
Messungen wird durch den Potentiometerschreiber registriert. _ 

Der fiir die Trennungen benutzte Anionenaustauscher wurde von der Firma 
Hamilton geliefert (Typ Hamilton HA-X4.00, Komgriisse 7-lOpm)*. Nach Uber- 
fuhrung in die Boratform wird das Harz unter Druck in die Stahl&tile gefulltl“. Wegen 
des relativ geringen Vemetzungsgrads des Harzes (4%) ist es ratsam, den Ftillvor~ 
gang nur bei htihstens 80 bar durchzufiihren. Bekanntlich quellen Anionenaus- 
tauscher am starksten in verdiinnten und am geringsten in konzentrierten puffer- 
systemen. Da f% die Trennungen mit einem Borat-Puffersystem von 0.1-1.0 M 
gearbeitet wird, ist es vorteilhalft, bei dem Fiillvorgang einen O-6 M Boratpu@er zu 
verwenden, urn spater einen zu hohen Quellungsdruck und eine zu grosse Schwindung 
zu vermeiden. Auf die Oberseite der fertigen Sgulenfiillung kann eine poriise Teflon- 
scheibe gelegt werden. Es zeigte sich, dass eine Vileda-Scheibe (Poriise Scheibe: aus 
Polyamidfasem) (Vileda, Weinhem, B.R.D.) den gleichen Zweck erf@llt. Es konnten 
keine nachteiligen Folgen fiir die Trennungen nachgewiesen werden. Porcise PTFE- 
Scheiben geben oft Anlass zu einem erhiihten Wider-stand, wodurch der Druck in der 
Saule unniitig ansteigt. Bei Verwendung der V&da-Scheibe wurde dieser Effekt nicht 
beobachtet. Eine Reinigungsszule (50 x 3 mm) wurde der Trenntiule vorgesehaltet. 
Die Reinigungs- oder Vors%ule wird mit einem in der Boratform vorliegenden grob- 
komigen Hat-z vom Typ Dowex l-X4 gefullt. Die Fiillung wird periodisch emeuert. 
Wenn die Trennungsgtite der SIule nachl&st, wird der Oberteil des Harzes in der 
Trenntiule in einer Lgnge von ca. l-2 cm entfertnt und die Saule unter Dmck wieder 
mit Anionenaustauscher gefullt. Die Reagenzien und Vergleichsverbindungen lieferten 
die Firmen Merck (Darmstadt, B.R.D.), Serva (Heidelberg, B.R.D. und Riedel de 
Haen (Seelze-Hannover, B.R.D.). 

Zum Nachweis der getrennten Zucker diente ein Gem&h von 70 %iger Schwe- 
felszure und 0.1% Orcins. Das Reagenz ist in dunklen Flaschen aufzubewahren. Wenn 
in dem Analysengemisch nur reduzierende Zucker vorhanden sind, wie Z-B. in Holz- 
hydrolysaten, kann Neucuproin verwendet werden”. 

Die Vergleichsverbindungen wurden in Wasser gel&t und jeweils 20 ,ul aufge- 
tragen. Urinproben wurden von Herrn Dr. D. J. Byrd (Kinderklirrik der Mediini- 
schen Hochschule Hannover, B-R-D.) zur Verfugung gestellt. Naeh den Angaben von 
Herm Byrd wurde 500 ~1 Urin mit 50 /d 1 N Perchlorsgure enteiweisst, anschliessend 
zentrifugiert, und der Oberstand in einem Injektionsf%chen zur Trockenen einge- 
engt. Zu dem Rtickstand gab man 100 ~1 Toluol. Von der Analyse gab man zu der 
in einer Tiefkiihltruhe aufbewahrten Probe 500 ~1 destilliertes Wasser,und dosierte 
die unterstehende Fliissigkeit in den Zuckeranalysator. .Die getrennten Verbindungen 
identifizierte man durch einen Vergleich mit bekannten Sacchariden. Die quantitative 
Bestimmung erfolgte manuell durch Auswertung der PeakhGhe und Vergleich mit 
Eichkurven. 

. . 

* Eh Harz mit %hnlichen Eigenschaften liefd aucb die Firma Benson, R$no, Nex, U.S.A.; 
Typ BA-X4 (7-10 pm). 
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ERGEBNISSE 

In der Fig. 2 ist die Trennung eines Gemisches aus 21 Zuckem dargestellt. Die 
Trennung im vorderen Teil des Chromatogramms ist nicht besonders gut. Wenn den- 
noch eine bessere Aufliisung erwiinscht ist, kann diese durch eine Verringerung der 
Boratkonzentration erreicht werden. Dagegen ist die Trennung der Saccharide 
Maltose, Rhamnose, Lactose und Stachyose zusatzlich pH-abh%rgig?. Die gezeigte 
Trennung wird bei pH 8.5 durchgefiihrt. Die chromatographische Trennung einer 
Urinprobe, die vorher entproteinisiert war, ist in der Fig. 3 gezeigt. Es handelt sich 
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Fig. 2. Chromatographische Trennung von 21 Zuckem. Aufgetragene Menge: 20~1 je ZO!cg der 
einzelnen Verbindung enthaltend. Vollausschlag des Photometers I 1 .O E. Venveilzeit im Heizbad: 
3 min bei 97”. Puffer 1: 0.1 M Borat pH 8.5; Puffer II: 0.2 M Borat pH 8.5; Puffer III: 0.4 M Borat 
pH 8.5; Puffer IV: 0.49 M Borat pH 8.8; Puffer V: 1.0 M Borat pH 9.4. Temperatur 60”. 
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Fig. 3. Chromatographische Trennung einer entproteinisierten Urinprohe. Auftragsmenge: 20~1. . 
Boratpuffer ghnlich wie in der Fig. 2. Vollausschlag des Photometers: 0.2 E. Verweilzeit im He&bad: 
10min bei 97”. Zuckerz usammenstellung: 1 = Saccharose. 0_95/rg; 2 = Maltose, 0.27pg; 3 = 
Ribose (?), 0.08 pg; 4 = Mannose, 2.4 pg; 5 = Fructose t Arabinose, 1.45 pg (Arabinosegehalt ti_ 
O.lS/*g); 6 = Galactose, 0.87/g; 7 = Xylose, 0.17 jog; 8 = Glucose, 276.6 pg; 9 = Glucose-l- _ 
phosphat, 1.03 pg; 10 = Glucurons&ue, 0.52pg. 

hier urn eine Urinprobe einer Patientin, die im Verdacht steht, an einer erhiihten Aus- 
scheidung von Galaktose zu leiden. 

Falls eine Probe vorliegt, die nur eine begrenzte Zahl von Sacchariden enthllt, 
kann ein Einpufferverfahren angewendet werden (Fig. 4). Wenn nur reduzierende 
Zucker vorhanden sind, kann Neocuproin zum Nachweis der getrennten Zucker-ver- 
wendet werden (Fig. 5)“. 

Fig. 4. Einpufferverfahren zur Trennung eini& Kohlenhydrate. Trenntiule und Nachweissystem 
lhnlich wie in der Fig. 2. Boratpuffer 0.49 M (pH 8.8). Auftragsmenge: 20~1 eines GemisChes, je 
2Oj~g der einzelnen Zucker enthaltend. 

. 
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Fig. 5. Einpufferverfahren zur Trenuung einiger reduzierender Zucker. Bedingungen Hhnlich wie in 
der Fig. 4, nur Nachweissystem mit einem Gemisch aus Neocuproinhydrochlorid (0.04°T und 
CuSO;- 5HL0 (0.02%) (0.4 crrP/min) sowie 0.25 M Soda (0.8 cm”/min) betriehen. Verweilzeit im 
Heizbad: 4 min hei 97”. 

DISKUSSION 

Komplizierte Saccharidgemische kijnnen mit einem Boratpuffergradienten in 
ihre Komponenten getrennt werden. Solche Gradienten kiinnen als Stufengradient 
oder kontinuierlich gestaltet werden. Die hier beschriebene Methode verwendet einen 
Stufengradienten, wie es such in der Aminosaurenanalyse weit verbreitet ist. Der 
Einsatz von Stufengradienten hat den Vorteil, dass die Gradienten mit Hilfe eines 
zeitlich gesteuerten Vent& reproduzierbar gebildet werden konnen. Weiterhin be- 
steht die Moglichkeit, eine Analyse mit nur einem oder such zwei Gradienten durch- 
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zuftihren, ohne an dem GerSt eine Anderung vomehmen zu miissen_ Dies ist 2-B. der 
Fall, wenn nur Hydrolysate zu trennen sind. Es ist such miiglich, dik Reihenfolge 
der Gradienten zu wechseln, wenn z-B. das chromatographische Verhalten der Ver- 
bindungen bekannt ist. Ein weiterer Vorteil des vorliegenden Verfahrens besteht 
darin, dass das Stufengradientprogramm ghnlich dem ist, wie es fur die Analyse von 
Aminos2uren in physiologischen Fliissigkeiten angewendet wird13. Somit kann das 
Ger5t wahlweise fiir die Analyse von Aminosauren oder Kohlenhydraten, nach einem 
entsprechenden Pufferwechsel, in physiologischen Fhissigkeiten angewant werden. 

Wie bereits erwlhnt, kommen in den meisten Fgllen nur eine begrenzte Zahl 
von Zuckem in natiirlich vorkommenden Praparaten vor. Bei der Analyse z.B. von 
Hydrolysaten von Pflanzenmaterialien, die Glucose, Mannose, Galactose, Arabinose 
und Xylose enthalten, kann das Einpuffersystem vorteilhaft benutzt werden. Die in 
sehr kleinen Mengen vorkommenden GalacturonsHure sowie Glucurons&re kiinnen 
eventuell mit einem zweiten Puffer analysiert werden. Somit bietet das hier gezeigte 
Verfahren die Moglichkeit, Hydrolysate aus Pflanzcnmaterialien auf einfache Weise 
zu analysieren”=r2. 
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