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Zuckergehalte von Wintcrgchtc und Mais
2. Mitteilung: Methodenvergleich HPLC/Anthron
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Institut fiir Griinland- und Futterpflanzenforschung

1 Einleitung

Zur Bestimmung von wasserltslichen Kohlenhydraten in
Futtermitteln eignen sich kolorimetrische, titrimetrische, enzy-
matische und chromatographische Analysenmethoden. Un-
spezifische Verfahren wie z.B. die Methoden nach Luff-
Schoorl (Luff, 1898, Schoorl, 1929), Nelson
(Nelson,19449)und Somogyi (Somogyi, 1945), bzw.
die Anthron- sowie die DNS-Methode (Deriaz, 1961,
Sumner, 1921) werden hiufig zur Ermittlung von Gesamt-
zuckergehalten eingesetzt, wihrend zur Analyse von Einzel-
Zuckern Enzymtests (Mayer und Apostel, 1990) sowie
diinnschicht-, gas- oder hochdruckflissigkeitschromatogra-
phische Verfahren zur Anwendung kommen (Sweely et
al., 1963; Ugrinovits, 1980; Schleich und Engel-
hardt, 1989).

Die kolorimetrischen und titrimetrischen Methoden erfor-
dem einen hohen zeitlichen Aufwand, jedoch niedrigen Rea-
gentieneinsatz und fithren zu Ergebnissen mit eingeschrinkter
Aussagekraft, wihrend enzymatische und chromatographi-
sche Verfahren mit zeitlich geringem, aber hohem Gerite-
bzw. Kostenaufwand differenzierte Aussagen erméglichen.

Die unterschiedlichen Austattungsgrade der Untersuchungs-
laboratorien bestimmen die Anwendung der einen oder ande-
ren oben genannten Methode, sodaR eine direkte Vergleich-
barkeit der Analysenergebnisse oftmals nicht gegeben ist. Ins-
besondere erscheint die Vergleichbarkeit von Gesamtzucker-
analysen nach klassischen kolorimetrischen Methoden mit
Einzelparameterbestimmungen mittels moderner chromato-
graphischer Verfahren fraglich.

In dieser Arbeit wurde versucht, anhand von Gesamtzucker-
analysen nach der Anthronmethode und Einzelzuckerbestim-
mungen  mittels  Hochdruckflussigkeitschromatographie
(HPLO) Ubereinstimmungen bzw. Abweichungen der Ergeb-
nisse zu Uiberpriifen und zu interpretieren.

Die Untersuchungen wurden mit Wintergerste und Mais un-
terschiedlicher Reifegrade durchgefiihrt.

2 Material und Methoden
2.1 Probenmaterial

Es wurde das Probenmaterial entsprechend der Beschrei-
bung der 1. Mitteilung, Abschnitt 2.1 verwendet.

2.2 Analysenmethoden
2.2.1 Bestimmung der Trockenmasse

Die Trockenmasse wurde gravimetrisch nach Erhitzung des
frischen Probenmaterials auf 105°C (48 Stunden) ermittelt.
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2.2.2 Bestimmung von Glucose, Fructose und Saccharose
mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Probenvorbereitung und die HPLC-Bedingungen ent-
sprachen generell der Beschreibung in der 1. Mitteilung, Ab-
schnitt 2.2.2. Auch das dort beschriebene Extraktionsverfah-
ren wurde in der Regel angewandt. Zusitzlich und abwei-
chend davon wurden ausgewihlte Pflanzenproben mit
heiBem Wasser extrahiert und enzymatisch behandelt. Dazu
wurden 2 g gefriergetrocknetes Material in einen 50 ml Meg3-
kolben eingewogen, mit 25 ml VE-Wasser versetzt und 60 Mi-
nuten mittels Horizontalschiittler extrahiert. Danach wurde
bei 20°C bis zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und durch
ein Faltenfilter filtriert. Ein Milliliter des Filtrates wurden mit
einem Milliliter des 100fach verdiinnten Enzymcocktails No-
vozym SP 230 (Novo Industri, Kopenhagen; Hauptaktivitit:
Fructanase) versetzt und in einem verschlossenem Reaktions-
gefiR bei 60°C im Wasserbad inkubiert (30 Minuten). Nach
Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde durch ein Membran-
filter (0,45 pm) in eine Autosamplerflasche filtriert und nach
den beschriebenen Bedingungen mittels HPLC analysiert.

2.2.3 Bestimmung von wasserloslichen Kohlenhydraten mit-
tels Anthron

Frisches Probenmaterial wurde auf eine theoretische
Schnittlinge von 5 mm gehickselt, 24 Stunden gefriergetrock-
net und anschlieBend auf 1 mm Siebdurchgang (Rundloch-
sieb) vermahlen. Von diesem Material wurden jeweils 0,5 g in
einen 500 mi MeRkolben eingewogen, mit 200 ml kaltem,
vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) versetzt und 60 Minuten
mit einem Horizontalschiittler (180 Schwingungen/Minute)
extrahiert. Danach wurde 1 ml Toluol zugegeben, mit VE-
Wasser bis zur Marke aufgefilit und bei Zimmernemperatur
liber Nacht stehengelassen. Am nichsten Morgen wurde das
Gemisch durch ein trockenes Faltenfilter (Schleicherund
Schiill Nr. 1574 1/2) filtriert und der Extrakt nach Carrez ge-
kldrt. Dazu wurden 50 mi des Filtrates in einen 100 ml Meg3-
kolben tiberfithrt, mit je 2 ml Carrez-Lésung I (150 g Kalium-
hexacyanoferrat 11, p.A./D) und Carrez-Lésung 1l (230 g Zink-
acetat p.A./D) versetzt, auf 100 ml mit VE-Wasser aufgefiillt,
gemischt und durch ein trockenes Faltenfilter filtriert.

Vom Filtrat wurden 2 ml in ein Reagenzglas mit Schraub-
verschlug pipettiert, 10 mi Anthronreagenz (Herstellung: 780
ml konz. Schwefelsiure, D=1,84, werden unter Kihlung vor-
sichtig zu 330 ml VE-Wasser gegeben; nach Abklihlung auf
Raumtemperatur werden 1 g Thiohamstoff und 1 g Anthron
hinzugefiigt und die Losung tiber Nacht im Kihlschrank ste-
hengelassen) wurden unter Kiihlung hinzugefiigt und homo-
genisiert. Die Losung wurde anschlieBend im Wasserbad 20
Minuten auf 100 °C erhitzt, unter flieBendem Wasser 10 Minu-
ten abgekiihlt und der Farbkomplex photometrisch bei 625
nm in ejner 1 cm Kiivette gegen den Reagentien-Blindwert
gemessen. )

Als Standard-Loésungen wurden 0,02, 0,04, 0,1, 0,2, 0,3, und
0,4 mg wasserfreie Glucose/2 ml VE-Wasser verwendet. Die
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Abbildung 2: Zuckergehalt in Wintergerste (Methodenvergleich HPLC/Anthron)
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Treten derastige Kohlenhydrate in einer Probenmatrix nicht
auf, kann eine grofe Ubereinstimmung zwischen den beiden
Verfahren erzielt werden, wie am Beispiel des Mais gezeigt.
Entsprechend durchgefiihrte Versuchsansitze, die nicht Be-
standteil dieser Arbeit waren, zeigten firr die Zuckerhirse
ebenfalls positive Ergebnisse. Bei diesen Pflanzenmaterialien
kann die HPLC die zeitaufwendige Anthronmethode ersetzen.

Wintergerste- und zusitzlich untersuchte Grasproben zeig-
ten dagegen nur unbefriedigende Ubereinstimmungen der
Analysenergebnisse. In diesen Materialien kénnen erhebliche
Anteile der Kohlenhydratfraktion als Fructane vorliegen (Cer-
ning-Beroard und Guilbot, 1975; Kithbauch, 1978), die wahr-
scheinlich die Korrelationen negativ beeinflussen.

Eine Verbesserung der Vergleichbarkeit beider Methoden ist
durch die Zwischenschaltung einer enzymatischen Behand-
lung der HPLC-Extrakte moglich. Durch diesen Schritt werden
Glucose- bzw. Fructosepolymere zu Monosacchariden abge-
baut und damit auch einer chromatographischen Trennung
und Detektion zuginglich. Altemativ wire die Erfassung
dieser Oligomere bzw. Polymere auch mit einer spezifischen
Trennsiule moglich.

5 Zusagunenfassung

Es wurden vergleichende Analysenverfahren zur Bestim-
mung von wasserloslichen Kohlenhydraten in Wintergerste
und Mais durchgefiihrt. Zur Anwendung kamen die kolorime-
trische Methode mittels Anthron sowie ein HPLC-Verfahren
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mit NHz-modifizierter Kieselgel-Trennsiule und RI-Detektion.
Eine Vergleichbarkeit der Daten war nur fallweise gegeben.
Es zeigten sich pflanzenspezifische Abhingigkeiten, die z.T.
zu erheblichen Abweichungen fiihrten. Eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse kann durch eine zusitzliche en-
zymatische Behandlung der HPLC-Extrakte erzielt werden.

Sugar contents of winter barley and maize
Second communication: Comparison of the analytical
methods HPLC and Anthrone

Different analytical methods were compared for determina-
tion of water soluble carbohydrates in winter barey and
maize. The results from a colorimetric method using anthrone
and a high pressure liquid chromatographic procedure
(HPLC) using a NH2-modified silcagel column and RI-
detection only corresponded to some extent. In dependence
of specific properties of the plant material considerable devia-
tions of the data were partly observed. The comparability of
the results from both methods can be improved by enzymatic
treatment of the sample extract used for HPLC.
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Abbildung 3: Vergleich Anthron/HPLC (enzym.)
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