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LUP IDENTIFIZIERUNG VON POLYSACCHARIDEN

NACHWEIS DER AUCKERBAUSTEINE DURCH DUNNSCHICHT-
CHROMATOGRAPHIE UND INFRAROTSPEKTROSKOPIE

HERBERT GUNTHER" unp ANTON SCHWEIGER*"
Institut fidv Chemie und Physik, Bundesanstalt filv Fleischforschung, Kulmbach|Ofr. (Deutschiand)
(Eingegangen den 8. Januar 1968)

SUMMARY

Identification of polysaccharides. Detection of sugar components by thm-la_yer chromato-
graphy and infrarved spectroscopy

A method for the identification of sugars and uronic acids as components of
polysaccharides of various origin was developed. The sample (e.g. pure substances,
mucopolysaccharldes 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 uronic acids were converted into
their cinchonic salts, whose infrared spectra allowed a differentiation of D-glucuromc

D-galacturonic and p-mannuronic acid.

EINLEITUNG

Der Nachweis endogener und zugesetzter Polysaccharide (Quellstoffe) in
biologischem Material und Lebensmitteln ist infolge eines grossen Uberschusses an
storenden anderen Stoffen erschwert. Da die Quellstoffe infolge ihrer geringen Kon-
zentration von 0.5 bis 1.0% als solche kaum identifiziert werden kénnen 2, haben
GRAU UND ScHWEIGER®*? ein Verfahren entwickelt, bei dem ein Saurehydrolysat
dieser Substanzen auf Celluloseschichten getrennt wird. Bei der sauren Hydrolyse
konnen allerdings gewisse Schwierigkeiten auftreten:

(1) Es kommt zu Reaktionen der freiwerdenden Zucker mit den aus Proteinen
in Freiheit gesetzten Aminosiduren. Die dabei gebildeten braun gefirbten Produkte
wirken sich stSrend auf weitere Identifizierungsreaktionen aus.

(2) Uronsduren kénnen wihrend der Hydrolyse abgebaut werden5.6,

-(3) Die Hydlolyseprodul\te vereinigen sich in manchen Fillen sekundir zu
Disacchariden?. o
. d Jetz1ge Anschrift Staatl. Chem. Untersuchungsanstalt, 89 Augsburg, Annastr, 16, Deutsch-
an

* Jetzige Anschrift Max Planck Institut fiir Eiweiss- und Lederforschung, 8 Miinchen,
Schillerstr. 46, Deutschland. =
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Um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, wandten wir-die Hydrolyse an Ionen-
austauschern nach HaaB, ANASTASSTIADIS UND CoMMON®® an. In der vorliegenden
Arbeit wird gezeigt, dass es moglich 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 METHODEN

Die Ausrustung zur Dunnschmhtchromatoglaplne stammte von der Firma
Desaga, Heldelberg Zur Aufnahme der Infrarotspektren mit Hilfe der KBr—Press-
technik wurde ein Geridt der Firma Perkin-Elmer, Uberlmgen “Infracord 137 > und
ein Gerit der Firma Beckmann, Miinchen “IR 10"’ verwendet.

‘Alle Reagentien waren p.A. und stammten von der Firma Merck Darmstadt
Als Trigermaterial fiir die Diinnschichtchromatographie wurde das Pulver MN 300
HR der Firma Macherey und Nagel, Diiren verwendet. Als Kaliumbromid wurde
KBr 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 1"1rma Worthmgton-B1ochenuca1 Corp I‘reehold/N J.

US.A. .

I. Aufczrbeu'tm g der Probe und Chromatogmphze des Hydrolysates .

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 andere unl6sliche Stoffe
ab-und versetzt den Uberstand, der die gelésten Polysacchande enthilt mit 1 vol
96 % Athanol. Die Polysaccharide werden nach einigen Stunden abzentrifugiert. Das
Material wird in 5 bis T0 ml deionisiertem -Wasser aufgenommen und mit 1 bis 3 g
Kationenaustauscher Merck I in der H+-Form pro 2o bis 50 ‘mg Polysaccharid bei
105° im Trockenschrank unter mehrfachem Umschiitteln 12 Std. stehen gelassen.
Nach dem Abfiltrieren und Auswaschen des Austauschers kann man durch Filtration
tiber eine Sdule mit K1eselguhr—Kohle im Verhiltnis 1:1 die Huminstoffe entfernen.
Das klare, helle Filtrat wird auf eine Celluloseschicht vom-0.5 mm. Dicke, die einmal
mit dem Laufmittel vorgewaschen wurde, in Form eines Striches aufgetragen. Als
Laufmittel wurden verwendet: (1) Isopropanol-Pyridin—Eisessig—~Wasser (8:8:1: 4)
und (2) Athyla.cetat-—Pyr1d1n—Wasser (2:1:2). Die Plattenrinder werden ‘nach
dem Lauf zur Lokalisierung der Banden in einer Breité von 0.5 bis 1.0 cm mit Anisidin-
Phthalat®. angefirbt.und etwa 20.bis 30 min. auf 50° erwirmt. Die Banden werden
abgeschabt und das Pulver wird mit Athanol-Wasser (1:1) eluiert. Das’ Eluat
wird nach Filtration durch einen Glasfiltertiegel auf ein kleines Volumen eingeengt.
Bei Anfirbung auf Uronséduren mit Nziphthoresbrcin in 2 %iger Trichloressigsdure? 10
miuss mindestens 30 min lang auf 105° erhitzt werden. D1e Uronsauren treten dann :
als blaue Banden nach einigen Stunden hervor. & '

Beim Nachweis von Pectin versetzt man 5 g der nicht vorbehandelten Probe»
mit 100 mg Pectinase und einigen ml deionisiertem Wasser, ldsst 15 min bei 30 und
pH 5.5 stehen!?, zentrifugiert den Riickstand ab und lisst die Lésung:durch emen“"
Kationenaustauscher Merck I in der H+-Form laufen. Das Filtrat wird auf d1e Cellu- .

loseschicht aufgetragen.
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500 H. GUNTHER, A. SCHWEIGER

2. Darstellung der Cinchonin-Derivate und Infravotspektroskopie

Zur Darstellung der Cinchoninsalze der Uronsiuren wurden 10 ml des alkoho-
lischen Eluates (5 bis 10 mg Substanz aus der Celluloseschicht) mit 5 bis 10 mg
Cinchonin versetzt und iiber Nacht stehen gelassen!?. Bei den Lactonen muss vorher
der Ring bei pH 8.0 (30 min) geéffnet werden; das Reagenz wird nach Ansiduern mit
Essigsidure zugegeben!3. Durch Reiben mit einem Glasstab fillt das farblose Salz
aus. Nach dem Einengen wird das iiberschiissige Reagenz mit 1.0 ml Chloroform
entfernt. Der Riickstand wird in Wasser gelost und eingeengt.

Man iiberfiihrt 0.5 bis 1.0 ml des eingeengten Eluates oder des gelésten Cin-
chonin-Derivates in kleine Glasschidlchen, in die man vorher etwa 200 bis 220 mg
KBr eingewogen hat. Die Schalen werden in einen Exsiccator gesetzt und iiber
Nacht unter Vakuum stehen gelassen. Der trockene Riickstand wird herausgekratzt,
im Achatmdérser gut verrieben und nach dem Wigen zu einer durchsichtigen Scheibe
gepresst. Die Einwaage an Substanz soll 1.0 bis 1.5 mg nicht iiberschreiten, andern-
falls muss mit KBr “verdiinnt’’ werden.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

(1) Bei der Hydrolyse von pflanzlichen Polysacchariden kénnen die Pentosen
Arabinose, Xylose, Ribose, die Hexosen Galactose, Glucose, Mannose, die Methyl-
pentose Rhamnose.und die Uronsiuren Galacturonsiure, Glucuronsiure, Mannuron-
sdure, Guluronsidure in verschiedenen Konzentrationen frei werden. Dazu kommen
bei " tierischen- Polysacchariden Iduronsdure (aus "dem Chondroitinsulfat‘ B) und
Glucuronsaure ’ : ~ :

Bei mmeralsaurer Hydrolyse entstehen aus den Monosen und Uronsiuren
durch Sekundéirreaktionen Oligomere, vor allem Dimere in geringer Konzentration?.
Diese Beobachtung konnte durch die vorliegenden Ergebnisse bestitigt werden.
-Die Laufwerte dieser Produkte bei der Chromatographie liegen in gleicher Héhe wie
die von natiirlich vorkommenden Disacchariden und Uronsduren (vergl. Tabelle I);
eine Interferenz lidsst sich nicht vermeiden. Neu gebildete Oligosaccharide lxonnten
durch eine zweite saure Hydrolyse in einfache Zucker gespalten werden.

(2) Eine Anzahl von pﬂanzhchen Polysacchariden (Agar, Johannisbrotkern-

TABELLE I

Ra-\’VERTE EINIGDR ZUCKER :
Bezogen auf Rp—Wert Glucose = 1.0 nach zwelmahger Chromatographle im System 2 (Athyl-
acetat—Pyndm-—Wasser. 1112, be1de Phasen)
Substanz o ‘ Re ;Nachwezsgrenze Nachweisgrenze
mit mit Anisidin-
Aminoanilin Phthalat
(ug) - (ug)
Raffinose , 0.42 -2
Lactose: .. . 0.53 . 0.5
Trehalose = = ‘ 0.62 5
Maltose™ - " . o071 - 0.5
Saccharose. . L L 084 0 0.8 .
‘Glucuronsaure s _ 0.50 . — ' . 0.5

Galacturonsaure T 0.44 T C 0.5

J Chromatog., 33 (1968) 498—-506
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Fig. 1. Infrarotspektrum von Arabinose. Oben: Reinsubstanz nach Chromatographle unten aus
Lebensmittel als 19%iger Zusatz isoliert (Austauscherhydrolyse) ‘

mehl) wurde nach der Austauscher-Hydrolyse analy51ert Als Belsplel e1nes neutralen
Zuckers wurde das Verhalten der Arabmose genommen. Sie wurde aus’ der Cellulose-
schicht nach der Chromatograplue e1u1ert ‘Das Infrarotspektrum wurde aufgenom-
men; es stimmte mit dem von TiPsoN UND ISBELL4 ‘angegebenen uberem (I‘1g I).
Ebenso lidsst sich Xylose aus pﬂanzhchen Polysacchariden nachweisen. Ribose kann
als p-Phenylhydrazon durch das Infralotspektrum eindeutig nachgew1esen Werden15
Dagegen war das Spektrum anderer Zucker wie z.B. der Galactose weniger gut zur
Identifizierung geeignet, da es erst im Bereich iiber 15 u ausgepragte Banden auf-
weist. Dieser Zucker konnte schneller und sicherer mit einem enzymat1schen Test,
z.B. mit Galactostat, auf den Celluloseschichten nachgew1esen werden.

Das Verhalten von Polymeren welche Uronsauren enthalten wurde emgehend
untersucht. ‘ S

Fig. 2 zeigt die Auftrermung eines schwefelsauren Hydrolysates von Pectm auf
einer Celluloseschicht. In der mit (a) bezeichneten Zone befindet sich die Galacturon-
sdure zusammen mit sekundér gebildeten Produkten und Resten von Polygalacturon-
siure. Die Fig. 3 bringt zum Vergleich die Auftrennung eines Hydrolysates, das durch
enzymatische Hydrolyse: .oder durch Hydrolyse am  Ionenaustauscher- aus Pectm
gewonnen wurde. Hierbei waren die Bedingungen des N achwelses bewusst . ungunstlg
gewihlt, da das Pectin zu einer Fleischkonserve. zugesetzt war, also - neben’. einem
grossen Uberschuss an Proteinen und Fett: vorlag Dennoch ist die Galacturonsaure
als Hauptbestandteil des- Hydrolysates (b in Fig. 3) deutlich zu erkennen. Sie konnte
auch als - Cmchonm-Denvat durch das. Infrarotspektrum nachgewmsen werden

(Fig. 4).
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C""’“"'"‘""’" ‘W"""W :

Fig. =2. Di1nnsclnchtchromatogramm eines’ Pectmhydrolysates nach Hydrolyse mit 59%iger
Schwefelsiure auf: Ce]lulosepulver ‘MN 300 HR; System: 2. 'Anfirbung mit Anisidin-Phthalat.
Ba.nclen von unten. nach oben: a = Uronsiure bzw. abgeschabte Ohgosa.cchamde b == Galactose;

Glucose d = Ara.bmose e= Xylose f Rhamnose...; s

:F1g “Bi Dunnschlchtchromatogramm eines Pectinhydrolysates .nach Hydrolyse mit Pectmase,
.System 1. Anfirbung mit Amsxdm-Phthalat. a = Nicht geéspaltener Anteil Polygalacturonséiure;
b= ‘Galacturonsiure; ¢ = Glucose, d =’ }xylose Reéferenzsubstanzen rechts vom Startpunl:t
zugegeben 2 = Glucose 3 = Xylose 4 = A1abmose 5 == Galacturonsiure. ‘

I C!;romaf.ogu 34 (1968) 498~506 .
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Fig. 4 Infra.rol.spektrum von Galacturonsiure-Cinchoninsalz. Oben Remsubstanz nach Chromato-
graphle aus Cellulosepulver isoliert; unten aus ‘mit Pectin versetatem Mater1a1 isoliert (Pectmase-
'Hydrolyse) ' :

(3) Eine weitere Polyuronverbindung, die durch mineralsaure Hydrolyse weit-
gehend zerstort wird, ist.das Alginat, welches vor allem aus verschiedenen Meeresalgen
isoliert wird. Algmat enthalt nach FISCHER UND DORFEL10 neben Mannuronsaure
grossere. Mengen Gulumnsaure dies wurde durch HAUG. et al. bestat1gt13 17,18, Unsere

Vorversuche mit. Remsubstanzen ze1gten,ldass die Guluronsiure im. System I (vergl
Methoden) zu etwa g1e1chen Te1len als Lacton und als freie Sdure lduft. Die Mannuron-
siure dagegen liegt unter den Bedmgungen der Hydrolyse und der. Chromatographle
iiberwiegend als Lacton vor, das sich gut von anderen Substanzen des Hydrolysates
abtrennen lédsst (Substana (f) in Fig. 5). Das Mannuronsiure-Lacton- ist nach Hy-
drolyse von Alginaten mit Ionenaustauscher im- Dunnschlchtchromatogramm sicht-
bar (P1g 5). Es konnte aus dem Chromatogramm elujert werden; nach ngoffnung

’.l‘ABELLl. II
Rg-WERTE " VON URONSAUREN UND TYPISCHEN I.R.-BANDEN IHRER CINCHONINSALZD

Sub_s;zmg A I F#eze Saure Lactoln 'Wellenldnge (,u.)
iGalacturonsaure oo T g v o 9.50—10. 80-—14 20’ g
‘Glucuronsiure - . N e B 0,46 R -8 60—10 55—13 50—14 80 S
Guluronsiure, S e e 0053 oo L0 T :
_Mannuronsaure G e .56 . - .28 . . 7 15-12 05—13 25

* Einmalige Chroma.tograpme im System b
** Wellenlange in Micron.

T Chvomatog., 34 (1968):498=506
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Fig.. 5. . Diinnschichtchromatogramm eines Alginat-Hydrolysates mit Ionenaustauscher (auf
_Cellulosepulver MN 300 HR nach zweimaligem Lauf). a = Polyuronsiuren; b = {fraglich (Glu-

~curonsiure); ¢ = Guluronsiure; d = Glucose;. e = Pentosen f = Mannuronsfurelacton; g =
Guluronsaurelacton Zusktze zum Hydrolysat: 1 = Guluronsaure 2 = Galacturonsiure (unten);
2 = Mannuronsdure (oben); 3. = Glucuronséure; 4 = Glucose; 5 = Arabinose. Zusétze 2 (unten)

3-5 i‘echts neben der 'At_lftragstelle. e

wurde es in das Cmchonm-Denvat ubergefuhrt Das Infrarotspe}.trum des Derivates
ist-in Tlg 6 w1edergegeben Es ist- w1cht1g, dass sich dieses Spektrum eindeutig von
den Spektren der Cmchonmsalze von Galacturonsiure (Fig. 4) und Glucuronsdure
'(F ig. 7) unterscheidet.. Aus diesem Grund wurde die Mannuronsiure und nicht die
Guluronsiure zur Ident1ﬁz1erung von Algmaten ‘hérangezogen. In der Tabelle IT
‘sind nochmals die Re-Werte im System 1 und die typischen IR-Absorptionsbanden
der Cmchomnsalze der verschiedenen Uronsiuren zusammengefasst

' Nach ‘den angefiihrten: Ergebmssen ist es moglich, die in Hydrolysaten von
pﬂa.nzllchen Polysacchanden enthaltenen Hexuronsauren durch ihre Infrarotspektren

‘zu unterschelden.
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ZUSAMMENTFASSUNG

: . Es wird eine Methode angegeben mit der Zuckerbausteine und vor allem
Uronséduren aus pflanzlichen Quellstoffen in Reinsubstanz als auch aus biologischem
Material sowie Lebensmitteln mit Hilfe von Ionenaustauschern schonend isoliert
werden koénnen. Sie werden mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie an Cellulose-

schichten aufgetrennt und durch Infrarotspektren identifiziert.
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