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Zuckergehalte von Wintergerste und Mais 
2. Mitteilung: Methodenvergleich HPLC/ Anthron 
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1 Einleitung 

Zur Bestimmung von wasserlöslichen Kohlenhydraten in 
Futtermitteln eignen sich kolorimetrische, titrimetrische, enzy
matische und chromatographische Analysenmethoden. Un
spezifische Verfahren wie z.B. die Methoden nach Lu ff
Sc h o o rl (Luff , 1898; Schoorl, 1929), Nelson 
(Nelson, 1944)und Somogyi (Somogyi, 1945), bzw. 
die Anthron- sowie die DNS-Methode (Der i a z, 1961; 
S um n er , 1921) werden häufig zur Ermittlung von Gesamt
zuckergehalten eingesetzt, während zur Analyse von Einzel
zuckern Enzymtests (Mayer und Apostel, 1990) sowie 
dünnschicht-, gas- oder hochdruckflüssigkeitschromatogra
phische Verfahren zur Anwendung kommen ( S w e e I y et 
al., 1963; Ugrinovits, 1980; Schleich und Engel
h ard t, 1989). 

Die kolorimetrischen und titrimetrischen Methoden erfor
dern einen hohen zeitlichen Aufwand, jedoch niedrigen Rea
gentieneinsatz und führen zu Ergebnissen mit eingeschränkter 
Aussagekraft, während enzymatische und chromatographi
sche Verfahren mit zeitlich geringem, aber hohem Geräte
bzw. Kostenaufwand differenzierte Aussagen ermöglichen. 

Die unterschiedlichen Austattungsgrade der Untersuchungs
laboratorien bestimmen die Anwendung der einen oder ande
ren oben genannten Methode, sodaß 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 Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
(HPLC) Übereinstimmungen bzw. Abweichungen der Ergeb
nisse zu überprüfen und zu interpretieren. 

Die Untersuchungen wurden mit Wintergerste und Mais un
terschiedlicher Reifegrade durchgeführt. 

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 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (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 Extraktionsve.rfah
ren wurde in der Regel angewandt. Zusätzlich und abwei
chend davon wurden ausgewählte Pflanzenproben mit 
heißem Wasser extrahiert und enzymatisch behandelt. Dazu 
wurden 2 g gefriergetrocknetes Material in einen 50 ml Meß
kolben eingewogen, mit 25 rnI VE-Wasser versetzt und 60 Mi
nuten mittels Horizontalschüttler extrahiert. Danach wurde 
bei 20°C bis zur Marke aufgefüllt, homogenisiert und durch 
ein Faltenfilter filtriert. Ein Milliliter des Filtrates wurden mit 
einem Milliliter des lOOfach verdünnten Enzymcocktails No
vozym SP 230 (Novo Industri, Kopenhagen; Hauptaktivität: 
Fructanase) versetzt und in einem verschlossenem Reaktions
gefäß bei 60°C im Wasserbad inkubiert (30 Minuten). Nach 
Abkühlung auf Raumtemperatur wurde durch ein Membran
filter (0,45 µm) in eine Autosamplerflasche filtriert und nach 
den beschriebenen Bedingungen mittels HPLC analysiert. 

2.2.3 Bestimmung von wasserlöslichen Kohlenhydraten mit-
tels Anthron 

Frisches Probenmaterial wurde auf eine theoretische 
Schnittlänge von 5 mm gehäckselt, 24 Stunden gefriergetrock
net und anschließend auf 1 mm Siebdurchgang (Rundloch
sieb) vermahl~n. Von diesem Material wurden jeweils 0,5 g in 
einen 500 ml Meßkolben eingewogen, mit 200 ml · kaltem, 
vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) versetzt und 60 Minuten 
mit einem Horizontalschüttler (180 Schwingungen/Minute) 
extrahiert. Danach wurde 1 rnI Toluol zugegeben, mit VE
Wasser bis zur Marke aufgefüllt und bei Zimmertemperatur 
über Nacht stehengelassen. Am nächsten Morgen wurde das 
Gemisch durch ein trockenes Faltenfilter (Sc h I e ich er und 
Sc h ü 11 Nr. 1574 1/2) filtriert und der Extrakt nach Carrez ge
klärt. Dazu wurden 50 ml des Filtrates in einen 100 ml Meß
kolben überführt, mit je 2 rnI Carrez-Lösung I (150 g Kalium
hexacyanoferrat II, p.A./1) und Carrez-Lösung II (2~0 g Zink
acetat p.A./1) versetzt, auf 100 ml mit VE-Wasser aufgefüllt, 
gemischt und durch ein trockenes Faltenfilter filtriert. 

Vom Filtrat wurden 2 ml in ein Reagenzglas mit Schraub
verschluß pipettiert, 10 ml Anthronreagenz (Herstellung: 780 
rnI konz. Schwefelsäure, D=l,84, werden unter Kühlung vor
sichtig zu 330 ml VE-Wasser gegeben; nach Abkühlung auf 
Raumtemperatur werden 1 g Thioharnstoff und 1 g Anthron 
hinzugefügt und die Lösung über Nacht im Kühlschrank ste
hengelassen) wurden unter Kühlung hinzugefügt und homo
genisiert. Die Lösung wurde anschließend im Wasserbad 20 
Minuten auf 100 °C erhitzt, unter fließendem Wasser 10 Minu
ten abgekühlt und der Farbkomplex photometrisch bei 625 
nm in einer 1 cm Küvette gegen den Reagentien-Blindwert 
gemessen. 

Als Standard-Lösungen 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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,bbildung 1: Zuckergehalt im Mais (Methodenvergleich HPLC/ Anthron) 
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Standard-Lösungen wurden wie Analysenlösungen behandelt, 
d.h. 2 ml Lösung wurden in einen 100 ml Meßkolben mit 50 
ml VE-Wasser verdünnt, mit Carrez-Lösungen versetzt und an
schließend wie beschrieben weiterbehandelt. 

Die Gehalte an wasserlöslichen Kohlenhydraten in Winter
gerste und Mais wurden bezogen auf Glucose anhand der 
Eichkurve berechnet und in Prozenten je 100 g Trockenmasse 
ausgedrückt. 

Die in Maiskolben und -ganzpflanzen mittels Anthronme
thode nachgewiesenen Gehalte an wasserlöslichen Kohlenhy
draten sind den mit HPLC ermittelten Gesamtzuckergehalten, 
definiert als Summe von Glucose, Fructose und Saccharose, in 
der Abbildung 1 gegenübergestellt. 

Das Bestimmtheitsmaß von 0,97 der linearen Regression 
läßt eine gute Vergleichbarkeit zwischen den nach der An
thronmethocle und den mit HPLC gewonnenen Daten erken
nen, wobei die Anthronmethode einen Trend zu leicht höhe
ren Werten zeigte. Diese Abweichung war bei höheren 
Zuckergehalten, d.h. bei unreifem Mais, größer als bei niedri
geren Zuckerkonzentrationen. 

Die Abbildung 2 faßt die mit Anthron bzw. HPLC ermittelten 
Zuckergehalte der W"mtergerste, aufgeteilt nach Ganzpflan
zen- und Ährehproben, zusammen. 
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Im Gegensatz zum Mais ergab sich bei der Wintergerste 
eine wesentlich schlechtere Korrelation der Wertepaare (Be
stimmtheitsmaß: 0,79). Die Werte streuten besonders bei den 
höheren Zuckergehalten des unreifen Pflanzenmaterials. 
Zudem resultierten bei der Anwendung der Anthronbestim
mung wesentlich höhere Gehalte an wasserlöslichen Kohlen
hydraten als bei Einsatz der HPLC-Methocle. 

Die festgestellten Abweichungen könnten · auf höhermole
kulare Kohlenhydrate, die mit der Anthrorunethocle erfaßt, 
jedoch mit der beschriebenen HPLC-Methode nicht detektiert 
werden können, zurückzuführen sein. Aus diesem Grunde 
wurde Probenmaterial der Ganzpflanzen von Wintergerste 
und Mais nach der wäßrigen Extraktion enzymatisch behan
delt, unter den bekannten HPLC-Bedingungen erneut analy
siert. Die Gegenüberstellung dieser Ergebnisse mit den An
thronwerten zeigte bei der Wintergerste eine erheblich ver
besserte Korrelation, beim Mais wurde durch die enzymati
sche Behandlung jedoch keine Verbesserung der Beziehung 
erzielt (Abbildung 3). 

4 Diskussion · 

Eine Vergleichbarkeit zwischen der kolorimetrischen Koh
lenhydratbestimmung nach dem Anthronverfahren und der 
hochdruckflüssigkeitschromatographischen Trennung ist nur 
fallweise gegeben. Bei der Anthronmethode werden neben 
Monosacchariden auch deren Oligomere und Polymere erfaßt 
(Raas und Fleischmann, 1959), die mit der eingesetzten 
HPLC-Trennsäule nicht detektiert werden können. 
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Abbildung 2: Zuckergehalt in Wintergerste (Methodenvergleich HPLC/ Anthron) 
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Treten derartige Kohlenhydrate in einer Probenmatrix nicht 
auf, kann eine große Übereinstimmung zwischen den beiden 
Verfahren erzielt werden, wie am Beispiel des Mais gezeigt. 
Entsprechend durchgeführte Versuchsansätze, die nicht Be
standteil dieser Arbeit waren, zeigten für die Zuckerhirse 
ebenfalls positive Ergebnisse. Bei diesen Pflanzenmaterialien 
kann die HPLC die zeitaufwendige Anthronmethode ersetzen. 

Wintergerste- und zusätzlich untersuchte Grasproben zeig
ten dagegen nur unbefriedigende Übereinstimmungen der 
Analysenergebnisse. In diesen Materialien können erhebliche 
Anteile der Kohlenhydratfraktion als Fructane vorliegen (Cer
ning-Beroard und Guilbot, 1975; Kühbauch, 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 möglich. Durch diesen Schritt werden 
Glucose- bzw. Fructosepolymere zu. Monosacchariden abge
baut und damit auch einer chromatographischen Trennung 
und Detektion zugänglich. Alternativ wäre die Erfassung 
dieser OHgomere bzw. Polymere auch mit einer spezifischen 
Trennsäule möglich. 

S Zusammenfassung 

Es wurden vergleichende Analysenverfahren zur Bestim
mung von wasserlöslichen Kohlenhydraten in Wintergerste 
und Mais durchgeführt. Zur Anwendung kamen die kolorime
trische Methode mittels Anthron sowie ein HPLC-Verfahren 
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mit NH2-modifizierter Kieselgel-Trennsäule und RI-Detektion. 
Eine Vergleichbarkeit der Daten war nur fallweise gegeben. 
Es zeigten sich pflanzenspezifische Abhängigkeiten, die z.T. 
zu erheblichen Abweichungen führten. Eine bessere Ver
gleichbarkeit der Ergebnisse kann durch eine zusätzliche en
zymatische Behandlung der HPLC-Extrakte erzielt werden. 

Sugar contents ofwinter barley and malze 
Second conununication: Comparison of the analytical 
methods HPLC and Anthrone 

Different analytical methods were compared for determina
tion of water soluble carbohydrates in winter barley and 
maize. Tue results from a colorimetric method using anthrone 
and a high pressure liquid chromatographic procedure 
(HPLC) using a NH2-modified silcagel colurnn 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. 

Danksagung 

Wir danken Herrn Dirk Hillegeist und Frau Birgit Pohl-Runge 
für die ausgezeichnete technische Assistenz bei der Durchfüh
rung dieser Untersuchungen. 

LANDBAUFORSCHUNG VÖLKENRODE 



Abbildung 3: Vergleich Anthron/HPLC (enzyJIL) 
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