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ZUR IDENTIFIZIERUNG VON POLYSACCHARIDEN ,, 

NACHWEIS DER ZUCKERBAUSTEINE DURCH DoNtiSCHICHT- 

CMROMATOGRAPHIE UND INFRAROTSPEKTROSKOPIE 

HERBERT G~NTI-IER” UND ANTON SCI-IWEIGER”” 
lnsbitut jtir Clrenaie unci! Physik, Bundesanstalt fib FleiscJforschmg, I<z&nbach/Ofv. (Deutsclhwad) 
(Eingcgangcn den 8. Januar r96S) 

SUMMARY 

Identification of $olysaccharides. Detection of sugar comn$onents by thin-layer chronzato- 
gra@y and imfrared sfiectroscopy 

A method for the identification of sugars and uranic acids as components of 
polysaccharides of various origin was developed. The sample (e.g. pure substances, 
mucopolysaccharides of muscle or additives to food) was hydrolyzed by a cation 
exchange resin. The resulting mixture of compounds was separated on cellulose thin 
layer plates. Isolated bands of sugars were pressed into KBr disks after elution and 
identified by their infrared spectra. The. separated uranic acids were converted into 
their cinchonic salts, whose infrared spectra allowed a differentiation of D-glucuronic, 
P-galacturonic and D-mannuronic acid. 

EINLEITUNG 

Der Nachweis endogener und zugesetzter Polysaccharide (Quellstoffe) in 
biologischem Material und Lebensmitteln ist infolge eines grossen Uberschusses an 
stiirenden anderen Stoffen erschwert. Da die Quellstoffe infolge ihrer geringen Kon- 
zentration von 0.5 bis 1.0 o/o als solche kaum identifiziert werden kijnnenl~ “, haben 
GRAU UND SCEIWEIGER~, * ein Verfahren entwickelt, bei dem ein Saurehydrolysat 
dieser Substanzen auf Celluloseschichten getrennt wird. Bei der sauren Hydrolyse 
kiinnen allerdings gewisse Schwieriglceiten auftreten : 

(I) Es kommt zu Reaktionen der freiwerdenden Zuclcer mit den aus Proteinen 
in Freiheit gesetzten Aminosauren. Die dabei gebildeten braun gefarbten Produkte 
wirken sich storend auf weitere Identifizierungsreaktionen aus. 

(2) TJrons2iuren lrriinnen wahrend der Hydrolyse abgebaut werdenssO. 
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Urn diese Schwierigkeiten zu vermeiden, wandten wir- die Hydrolyse an Ionen- 
austauschern nach HAAB, ANASTASS~ADIS UND COMMONEST an. In, der vorliegenden 
Arbeit wird gezeigt, dass es mijglich ist, Quellstoffe in reiner Form und, als Zusatz, 
sowie Polysaccharide des Muskelgewebes mit Hilfe einer Kombination’ von Diinn- 
schichtchromatographie und Infrarotspektroskopie zu identifizieren. 

MATERIAL UND METHODEK 

Die Ausriistung zur Dtinnschichtchromatographie stammte von der Firma 
Desaga, Heidelberg, Zur Aufnahme der Infrarotspektren mit Hilfe der KBr-Press- 
technik wurde ein Gerat der Firma Perkin-Elmer, Uberlingen “Infracord 137” und 
ein Gerat der Firma Beckmann, Miinchen “IR IO” verwendet. 

Alle Reagentien waren p.A. und stammten von der Firma Merck, Darmstadt. 
Als Tragermaterial fiir die Diinnschichtchromatographie wurde das Pulver MN 300 
HR der Firma Macherey und Nagel, Diiren verwendet. Als Kaliumbromid wurde 
Kl3r fiir Spektroskopie benutzt, Pectinase stammte von der Firma Serva, Heidelberg 
und Cinchonin (rein) von der Firma Schuchardt, Miinchen. Der Enzymtest auf 
Galactose stammte von der Firma Worthington-Biochemical Corp. Freehold/N. J., 
U.S.A. 

z. Aufarbeitung der Probe und Chomatogra#itie des fiy&oLysntes 
Die Probe wird nach einer evtl. notwendigen: Entfettung mit Petrolather und 

Entzuckerung mit 50 %igem Athanol (vergl. 3) mit deionisiertem Wasser kurz auf- 
gekocht. Man zentrifugiert die ausgefallenen Proteine und and&e unlosliche Stoffe 
ab-und versetzt den, uberstand, der die gel&ten Polysaccharide enthalt mit I Vol 
96 y0 Ethanol. Die Polysaccharide werden nach einigen-Stunden abzentrifugiert. Das 
Material wird in 5 bis ,110 ml deionisiertem -Wasser aufgenommen fund niit I bis’ 3 g 
Kationenaustauscher Merck, I in der H+-Form pro- 20 bis 50 ‘mg Polysaccharid ,, bei 
IOSO im Trockenschrank unter mehrfachem Umschiitteln 12 Std. stehen gelassen. 
Nach dem Abfiltrieren und Auswaschen des Austauschers kann man durch Filtration 
iiber eine Saule mit Kieselguhr-Kohle im,Verhaltnis I : I die Huminstoffe entfernen. 
Das klare,, helle Filtrat wird auf eine Celluloseschicbt vorn.o.5 mmDicke, die einmal 
mit dem Laufmittel vorgewaschen wurde, in Form eines Striches .aufgetragen. Als 
Laufmittel wurden verwendet : (I) Isopropanol-Pyridin-Eisessig-Wasser (S i 8 : I : 4) 

und (2) Athylacetat-Pyridin-Wasser (2 : I : 2). Die Plattenrander werden n’ach 
dem Lauf zur Lokalisierung der Band& in einer.Breite von 0.5 bis r.o cm mit Anisidin- 
Phthalat~. angefarbt.. und etwa 20 ..bis 30 min. auf 50”. erw~rmt. Die Banden werden 
abgeschabt. und das ,Pulver wird nlit Ethanol-Wasser (I : r) eluiert. Das Elnat 
wird nach Filtration durch ‘einen Glasfiltertiegel auf ein kleines Volumen eingeengt . 
Bei Anfarbung auf Uronsauren mit Naphthoresorcin in 2 %iger TrichloressigsZuree~ lo 
niuss niindestens 30 min lang auf Io5O erhitzt werden. Die Uronsauren treten‘ dann 
als blaue Banden nach einigen Stunden hervor. ~ ., 

Beim Nachweis von Pectin versetzt man 5 g der ,nicht vorbehandelteu Probe 
mit IOO mg Pectinase und einigen ml deionisiertem Wasser; lasst 15 min ‘bei ,io?,,und 
pH 5.5 stehenrl, zentrifugiert den Riickstand ab und l&sst die Lijsung durch einen. 
Kationenaustauscher Merck I in der H-t-Form laufen. Das. Filtrat wird auf ‘die ,Cellu- 
loseschicht aufgetragen. . . ,_ ..,. , 

CAromatog., 3q 



500 H. Gti'NTHER,'A. SCHWEIGER 

2. Darstelhng der Cimhonin-Derivate zbnd Infmrots$ektrosko#ie 
Zur Darstellung der Cinchoninsalze der Urons5uren wurden IO ml des alkoho- 

lischen Eluates (5 bis IO mg Substanz aus der Celluloseschicht) mit 5 bis IO mg 
Cinchonin versetzt und iiber Nacht stehcn gelasse+. Bei den Lactonen muss voi-her 
der Ring bei pH 8.0 (30 min) ge6ffnet werden; das.Reagenz wird nach Ansauern mit 
Essigsaure zugegeben 13. Durch Reiben mit einem Glasstab fallt das farblose Salz 
aus. Nach dem Einengen wird das iiberschiissige Reagenz mit 1.0 ml Chloroform 
entfernt. Der Rtickstand wird in Wasser gel&t und eingeengt. 

Man iiberfiihrt 0.5 bis 1.0 ml des eingeengten Eluates oder des gel&ten Cin- 
chonin-Derivates in kleine Glasschalchen, in die man vorher etwa zoo bis 220 mg 

KBr eingewogen hat. Die Schalen werden in einen Exsiccator gesetzt und tiber 
Nacht unter Vakuurn stehen gelassen. Der trockene Riickstand wird herausgekratzt, 
im Achatmorser gut verrieben und nach dem Wagen zu einer durchsichtigen Scheibe 
gepresst. Die Einwaage an Substanz sol1 x.0 bis 1.5 mg nicht tiberschreiten, andern- 
falls muss mit I<& “verdtinnt” werden. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSIDN 

(I) Bei der Hydrolyse von pflanzlichen Polysacchariden k&men die Pentosen 
Arabinose, Xylose, Ribose, die Hexosen Galactose, Glucose, Mannose, die Methyl- 
pentose Rhamnose 1 und die Uron&iuren Galacturonsaure, Glucuronsaure, Mannuron- 
saure, Guluronsaure in verschiedenen Konzentrationen frei werden. Dazu kommen 
bei tierischen- Polysacchariden Iduronsaure (aus dem Chondroitinsulfat B) und 
Glucuronstiure. .’ t 

Bei mineralsaurer Hydrolyse entstehen aus den Monosen’ und Urons%_rren 
durch Sekundarreaktionen Oligomere, vor allem Dimere in geringer Konzentration’. 
Diese ‘Beobachtung konnte durch die vorliegenden Ergebnisse bestatigt werden. 
Die Laufwerte dieser Produkte bei der Chromatographie liegen in gleicher Hdhe wie 
die von ~natiirlich vorkommenden Disacchariden und Uronsauren (vergl. Tabelle I) ; 

eine Interferenz lasst sich nicht verrneiden. Neu gebildete Oligosaccharide konnten 
durch eine zweite saure Hydrolyse in einfache Zucker gespalten werden. 

(2) Eine Anzahl von ‘pflanzlichen. Polysacchariden (Agar, Johannisbrotkern- 

TABELLE'I 

R~-wERTE:E~NIcx~R ZUCI<ER 

l3czogc11 auf ,Rp-Weti Glucose = 1.0 nach zweimaliger Chromatographie im System z (Ak4tl~yl- 
acetat-Pyridin-Wasser, 2 : I : 2, beide Phascn) . 

Sahstanz Nachweisgrenze Naclrweisgvenze 
mit mit Anisidin- 
Aminoani2in PhtJbaZat 
Lw) (P&r) 

Raffinose a.42 I-2 

Lactose 
Trkhalose 

0.53 o-5 
d.Ga 

Mkiltose ‘: 
5 

0.71. 0.5 
Saccharose’ 
Glucuroqskiurc 

0.84 0.5 
- 

Galzkt’uroriskiufe 
0.50 0.5 
0.44 - 0.5 
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./. 

Fig. I. Infrarotspelctrum van ‘Arabinose. Oben : Reinsubstanz nach Chromatographie ; unten : aus 
Lebensmittel als I %iger Zusatz isoliert (Austsuscherhyclrol$se). 

,: 

mehl) wurde nach der Aust&s’cher-FCydrolyse~,analysiert. Als Beispiel eines’ neutral& 
Zuckers wurde das Verhalten ,der Arabinose ,genommen.. Sie w,urde aus der,,Cellulose~ 
schicht nacb der Chromatographie eluiert. Das Infrarotspektrum ,wurde ‘aufgenqm- 
men; es stimmte ,mit dem von JhsoN’ ~JND ISBELL~~ angegebenen iiberein (Fig: 1)‘: 
Ebenso kisst sich Xylose aus pflanzlichen ‘Polysacchariden nachweise,n.’ ,Ribose’kann 
als #-Phenylhydrazon durch das’ Infrarotspektrum eindeutig nachgewiesen werdenl!. 
Dagegen war das Spektrum anderer Zucker wie LB. der Galactose weniger ,gut iur 
Identifizierung geeignet, da es erst im Bereich iiber rg ,u ausgeprggte Banden ‘auf- 

weist. Dieser Zucker konnte ,schneller un.d sicherer mit einem’ enzymatischen Test, 
2.13. mit Galactostat, auf den Celluloseschichten nachgewiesen werden. 

Das Verhalten von Polymeren, welche Uronsauren enthalten wurde. eingehend 
untersucht. .’ 

Fig. 2 zeigt die Auftrennung eines schwefelsauren Hydrolysates von Pectin auf 
einer Celluloseschicht. In dermit (a). bezeichneten Zone befindet sich die Galacturon- 
saure zusammen mit sekundgr gebildeten Produkten und Resten-von.Polygalact,uron- 
saure. Die Fig. 3 bringt zum Vergleich ‘die Auftrennung eines Hydrolysates,’ ‘das,‘durch 
enzymatische Hydrolyse’:.oder durch Hydrolyse am Ionenaustauscher aus ,.:Pectin 
gewonnen wurde. Hierbei waren die Bedingungen des’N,achweises bewusst ,ur&jiinstig 
gewahlt, da das Pectin zu einer Fleischkonserve zugesetzt war, ,also .neb&,einem 
grossen Uberschuss an Proteinen. und Fett vorlag. Dennoch ist die’ Galactur&&ir,e 
als Hauptbestandteil, des Hydrolysates (b in -Fig. ‘3) deutlich ,zu erk&nen Sie konnte 
au&, $s ’ CinchoniniDerivat durch das Infrarotspektrum nachgewiesen ‘. werden 
‘(Fig. 4). 
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Fig. 2. Dlinnscliiclitchr6mn~o~~~~m tines Pe&inhydrbl$satcs nach H 
Schwefelskire tiuf Cellu!oseIjulver MN 300 HR; Systkm, z.‘.‘AnfBrbung I 
Ban’den von’:unten, nkch. olqen : a, ,= UronsYure bzw. abgeschabte Oligosaccl 
c =;Glu,~ose; .gl =, A~~~inose,;, e, p ?$yl+e; $7, l+a.mnpsq.. c . ,,.-. ,.., ; ,., ;‘. ;..:, ‘. 

Fig. : ,3; ,Dtirinkhichtchromato@ratim .‘eines, ‘Pectirihy,dro!ysates nach :ECyd 
, System I. AnfLybqng ,mit’ Anisidin-Plithqlat. a 
‘b z ~~al&&ur,ons&~& ;’ c & Glu&&; d <& : 

=, _Nich$ gkspalte?qr Antoil 
Xylose. Rdfekxxubstanitin rc 

zugegeben: 2 = Glucose; 3 I: Xylose; 4 I Arabinose; 3 =i GalacturonsYurt 

rolyse 
Polygt 

:chts v 
4. 

‘se mit jj O/Jige 
tisidin-Phthalat 
b = Galactose 

mit Pectinase, 
alacturonsBure,; 
om Startputil& 

r 
;. 
; 
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Fig. 4. Ififrarotspektruin von Galabkuronskiure-Cinchoninsalz. Oben : Reinsubstanz nakh Chromate- 
graphic tius Cellulosepulvcr isoliert ; unten : aus mit Pectin versetztem Material isoliert (Pectinake- 
Hyclrolyse) . 

‘. 

(3) ‘Eine weitere Polyuronverbindung, die durch mineralsaure Hydrolyse weit- 
gehend zerst+=t wird, istdas Alginat, welches vor allem aus .verschiedenen Meeresalgen 
isoliert wird. Alginat ,enfhalt nach PISCHIZ~ UND D~~RFEL~~ neben $Iannuronsaure 
grossere. Mengen Guluroris$iure ; dies wurde durch H+uo. et al. bestgtigt13B ‘1; is. Unsere 
,yorversuche .mit. I&insubstanzen zeigten, ,dass die Guluronsaure, im System I (vergl. 
Methoden) zu etwa gleichen Teilen als Lacton und als freie, Saure lQu$t. Die ,Mannuron- 
s+ure dagegen liegt‘ unter den Bedingungen der IIydrolyse und der .Chromatographie 
iiberwiegend als Lacton vor, das sich gut von anderen Sub:stanzen des+ydrolysates 
abtrennen, l&St (Substanz (f) in Pig. 5). Das Mannuronsaure-L,acton ist ,nach .Hy- 
drolyse von Alginaten mit Iorienaustauscher ,im Diinnschichtchromatogramn!~sicht- 
bar (Fig. 5). Es konnte aus dem Chromatogramm eluiert ‘werden; nach I%ingofTnung 

TABiZLLE II 

A&-WERTIS * VON URONSXUREN UND TYPISCHEN I.R.-BANDEN IHRER &NCHON~NSALZE* * 

,‘,, ., ,, 

Szcb,sFqnt Freie SUure La&on W~Z&enZ&igff(p) 

Gala&u~ons~d& ’ I 0.40 ‘. ” 
Gludtirbix~ure 

g;&o.&_&*O ! ‘.. , 
,,; .J 6.46 ,, ” 8.60-ro.55-r3.50-~4;8~ 

Guluronstibre, 0.53 X.50.. ,+7. ,’ A. 
.Mannuronstiure ,, 

.,.‘.. ~36 , -7 7.Xfj--r2.q5-13& :. 
: I, .:.: ‘,, 

. 
* Eiii’inalige’ Chko’mAtographie im System I.’ 

. “, ‘, 

** Wellenlkingc in Micron., 
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Fig.. ‘.3. Diinnschichtcliron~atogramm eines Al&at-Hydrolysates mit Ionenaustauschcr (auf 
.Ccllulosepulver MN 300 HR. nach, zweimaljgem Lauf). a =, PolyuronsBuren; b = fraglich (Glu- 
curons8ure); c e GulurgnsYure; d = Glucose; e = Pentosen; f = Mannuronsku-clacton; 8 = 
Gulurok&urelacton. Zusgitzc zum Hydi-olysat : I = Gulurons&ure ; 2 = GalacturonsYure (unten) ; 
2 I, Mannuronstiure (oben) ; 3 I GlucuronsKure; 4 = Glucose; 5 = Arabinose. ZusYtze 2 (unten) 
3-5 rechts neben der Auftragstelle. 

. . . .; : .: 

wurde es in das Cinchonin-De&at tibergefiihrt. Das Infrarotspektrum des Derivates 
ist in Fig. 6 ‘wiedergegeben. ‘Es ,ist :wichtig, class sich dieses Spektrum eindeutig von 
den Spektren d&r Cinchoninsalie van, GalacturonsZiure (Pig. 4) ‘und Glucuronsaure 
‘(Pig. 7) unterscheidet. Aus .diesem Grund wurde die’ Mannuron&ure und ,nicht die 
Gulurons&n+ Fur Identifizierung van Alginaten .herangezogcn. In der Tabelle II 
‘sind nochmals die Ro-Werte in1 System i: und die. typischen IR-Absorptionsbandcn 
‘der Cinchoninsalze der verschiederien Uronsauren zusaminengefasst. 

Nach den angeftihrten Ergebnissen ist es miiglich, die in Hydrolysaten von 
pflanzlichen~Polysacchariden enthaltenen Hexuron&uren durch ihre Infrarotspektren 
zu’unterscheiden. 
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graphic. Obcn: Reinsubstanz; Mitte: aus Alginatprobe I (Substanz von Fig. 5) ; untcn: aus 
Alginatprobe 2. 
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Fig. 7. Tnfrarotspektrum von Cinchoninsalz cler Glucurons5ure nach Diinnschichtchromato$raphie. 
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ZU.%4'MMENFASSUNG 

Es’ wird eine Methode angegcben mit der Zuckerbausteine und vor allem 
Uronsauren aus pflanzlichen Quellstoffen in Reinsubstanz als such aus biologischem 
Material sowie Lebensrnitteln mit Hilfe von Ionenaustauschern schonend isoliert 
werden konnen. Sie werden mit Hilfe der Diinnscl~ichtcl~ron~atographie an Cellulose- 
schichten aufgetrennt und durch Infrarotspektren identifiziert. 
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