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Zusammenfassung: Es werden drei neue Verfahren zur gaschromatographischen Trennung von Di- bzw. Trisacchariden
angegeben.

Methode I: Methoximbildung mittels Methoxylaminhydrochlorid in Pyridin und anschließende Veresterung mit Acet-
anhydrid. Trennung auf einer OV 225-Säule bei 260°C.

Methode II: Reduktion der Disaccharide zu den Alditolen mit Natriumborhydrid in wäßriger Lösung und anschlie-
ßende Acetylierung mit Acetanhydrid in Pyridin. Bei diesem Verfahren entsteht für jeden Zucker nur ein einzelner
Peak. Trennung auf einer OV 225-Säule bei 260°C.

Methode III: überfuhrung der Zucker in die Methoxime mittels Methoxylaminhydrochlorid in Pyridin und anschlie-
ßende Trifluoracetylierung mit N-Methyl-bis-(trifluoracetamid). Die Derivate der Trisaccharide sind noch ausreichend
flüchtig. Trennung auf einer OV -Säule bei 130°C fur die Disaccharide und 160°C für die Trisaccharide.

Die Retentionszeiten biologisch vorkommender Di- und Trisaccharide wie Maltose, Maltotriose, Lactose und Saccha-
rose werden mitgeteilt. Am Beispiel der Lactose, Maltose und Saccharose werden die mit Methode I erzielten Zuver-
lässigkeitskriterien beschrieben.

Gas Chromatographie determination ofdi- and trisaccharides

Summary: Three new methods are reported for the gas Chromatographie analysis of di- and trisaccharides.

Method I: Sugars are converted into their methoximes by reaction with methoxylamine hydrochloride in pyridine,
followed by esterification with acetic anhydride. The separation is performed on OV 225 at 260°C.

Method II: Disaccharides are reduced to the alditols with sodium borohydride in aqueous solution, followed by
acetylation with acetic anhydride in pyridine. In this method, only one peak is observed for each sugar. The deriva-
tives are separated on OV 225 at 260°C.
Method : Sugars are converted into their methoximes by reaction with methoxylamine hydrochloride in pyridine,
followed by trifluoroacetylation with N-inethyl-bis (trifluoroacetamide). The trisaccharide derivatives still show
sufficient volatility. The separation is performed on OV 101 at 130°C for disaccharides, and at 160°C for trisaccharides.

The retention times for biologically occurring di- and trisaccharides such as maltose, maltotriose, lactose, and sucrose
are reported. The reliability criteria for method I are reported for the analysis of lactose, maltose and sucrose.

Einführung

Die qualitative Differenzierung und quantitative Bestim-
mung von Mono-, Dl· und Oligosacchariden in bio-
logischen Flüssigkeiten, oder Geweben gewinnt in der
biochemischen Forschung ein zunehmendes Interes.se.

Über einen Teil der hier vorgelegten Ergebnisse wurde bereits
auf der 10. Tagung der Deutschen Diabetes-Gesellschaft in
Braunlage (1976) und auf der Jahrestagung der Deutschen
und Niederländischen Gesellschaften für Klinische Chemie in
Aachen (l 977) vorgetragen.

Aber auch in der klinischen Diagnostik sind verschiedene
Einsatzbereiche einer differenzierten Kohlenhydrat-
analytik zu nennen:

1. Durchführung von oralen Glucosetoleranztesten
Für die Durchführung des oralen Glucosebelastungstests
wurde 1972 von der Deutschen Diabetes-Gesellschaft die
Gabe von 100 g Glucose als Standarddosis empfohlen.
Wegen der besseren Verträglichkeit und der physio-
logischen Applikationsform ist nach den Untersuchungen
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von Mehnert et al. (1) die Verwendung standardisierter
Oligosaccharidgemische anstelle der reinen Glucose-
lösung von Vorteil. Die Interpretation solcher Tests muß
eine evtl. gestörte Resorption und den Übertritt von Di-
oder Oligosacchariden in das Blut bzw. den Urin berück-
sichtigen. Stoffwechseluntersuchungen im Rahmen dieser
Thematik erfordern ein Verfahren, das die Trennung und
direkte quantitative Bestimmung von Disacchariden in
den verschiedenen Körperflüssigkeiten erlaubt.

2. Resorptions- oder Perfusionsstudien am Dünndarm
Erkrankungen des Dünndarms wie tropische Sprue,
Cöliakie, intestinale Sklerodermie und ein erworbener
oder angeborener Mangel des Dünndarmepithels an j3-Ga-
laktosidase (EC 3.2.1.23), -Glucosidase (EC 3.2.1.20)
oder /J-Fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) sind durch eine
gestörte Resorption der Disaccharide gekennzeichnet.
Dies kann daran erkannt werden, daß im Dünndarm-
perfusat die Konzentration eines Disaccharids lang-
samer als beim Gesunden abfällt oder Disaccharide
durch passive Diffusion durch das Dünndarmepithel
ungespalten in das Blut gelangen.

3. Differenzierung unklarer Melliturien
Besonders in der Pädiatrie ist immer dann eine diffe-
renzierte Kohlenhydratanalytik erforderlich, wenn
eine Melliturie nicht durch Glucose, sondern durch
ein anderes, unbekanntes Mono- oder Disaccharid
verursacht ist.

Als indirektes Verfahren kommt die enzymatische Be-
stimmung von Di- und Trisacchariden - meist als Diffe-
renzmessung - nach hydrolytischer Spaltung zu den
Monosacchariden in Frage. Direkte Verfahren sind
die Papier-, Dünnschicht-, Gas-, Hochdruckflüssig-
und lonenaustauschchromatographie, von denen die
beiden ersten jedoch nur als semiquantitativ zu be-
trachten sind. Im folgenden soll die gaschromato-
graphische Bestimmung von Di- und Trisacchariden
beschrieben und über unsere Erfahrungen mit dieser
Methode berichtet werden.

Material und Methoden

Um für die Gaschromatographie geeignete Derivate zu erhalten,
wurden neuere Derivatisierungsverfahren für Monosaccharide
auf verschiedene Di- bzw. Trisaccharide übertragen. Den als
brauchbar befundenen drei Methoden ist gemeinsam, daß die*
Carbonylfunktion der Zucker durch Methoxirnbildung oder
Reduktion aufgehoben und die alkoholischen Hydroxylgruppen
verestert werden. Dies hat zur Folge, daß in der Regel für jeden
Zucker nur ein Peak, in Ausnahmefällen maximal zwei Peaks,
erhalten werden. Im Gegensatz dazu bekommt man bei der
erstmals von Sweeley et al. (2) angegebenen Trimethylsilylie-
rung der Di- bzw. Trisaccharide in der Regel unübersichtliche
Chromatogramme durch Bildung von Anomeren. Außerdem ist
die Hydrolyseempfindlichkeit der Derivatisierungsansätze von
Nachteil

Methode I
Verfahren mit Methoximacetaten als Derivate für Disaccharide
Die von Murphy &Pennock (3) für Monosaccharide angegebene
Methode, bei der die Carbonylgruppe mittels Methoxylamin-
hydrochlorid in Pyridin in das Methoxim überfuhrt wird und
im gleichen Ansatz anschließend die Hydroxylgruppen mit
Acetanhydrid vollständig verestert werden, läßt sich auf Di-
saccharide übertragen. Um sicher zu sein, daß die Derivatisierung
definiert und quantitativ verläuft, wurden im Halbmikromaßstab
die entsprechenden Derivate für die biologisch wichtigsten Di-
saccharide Maltose, Lactose und Saccharose präparativ darge-
stellt, kristallisiert und durch Schmelzpunkt, Elementaranalyse
und Massenspektrometrie identifiziert, wobei die von uns ange-
nommene Struktur der drei Derivate bestätigt wurde. Sie
zeichnen sich durch Hydrolyseunempfindlichkeit und hohe
Thermostabilität aus.

Arbeitsvorschrift
Derivatisierung
Von den nach der Methode von Somogyi (4) enteiweißten
Zuckerlösungen werden bei Konzentrationen unter 2,92 mmol/1
l ml, bei Konzentrationen über 2,92 mmol/1100 in ein Spitz-
kölbchen überführt und nach Zufügen von 100 einer Gentio-
bioselösung der Konzentration 2,92 mmol/1 als innerer Standard
am Rotationsverdampfer zur Trockne eingedampft (evtl. Ethanol-
Benzol-Gemisch (10 ml + 40 ml) als Wasserschlepper). Der Rück-
stand wird mit 500 Methoxylaminhydrochlorid (Serva, Heidel-
berg) in Pyridin (10 g/l Pyridin) versetzt und l h im Wasserbad
bei 70°C temperiert. Danach werden 250 Acetanhydrid zuge-
fügt und wieder l h bei 70°C erwärmt. Die Lösungsmittel
werden am Rotationsverdampfer abgezogen und der trockene
Rückstand in 500 Wasser gelöst. Nach Zufügen von 500
Chloroform und kräftigem Schütteln wird die Chloroform?
phase in ein Injektionsgläschen für die Gaschromatographie
(Macherey & Nagel), das mittels Deckel mit Gummi-Teflon-
membran versiegelt werden kann, überfuhrt und im Stickstoff-
strom bei 70°C eingedampft. Der Rückstand wird in 20
Choroform gelöst, das Gläschen versiegelt und ein Aliquot zur
Injektion in den Gaschromatographen verwandt. Die Probe wird
nach Perforation der Membran durch die Mikroliterspritze ent-
nommen. Die Derivate bleiben auch bei wochenlangem Stehen
bei Raumtemperatur unverändert.

Gaschromatographie
Gerät:
Säule:
Trennflüssigkeit:

PERKIN^ELMER F 11 (FID),
Glas 6 ft, 3 mm 0,
OV 225 (Applied Science Lab. bzw.
SERVA, Heidelberg)
3% auf Gaschrom Q 100-120 mesh
(SERVA, Heidelberg),
20 ml/min, H2: 40 ml/min, Luft:
400 ml/nun,
260°C,

290°C,

290°C,

10 cm/h.

Trägergas N2:

Säulentemperatur:
Temperatur des
Injektionsblocks:
Temperatur des
FID:
Injektion:
Papiervorschub:

Methode II
Verfahren mit Alditolacetaten als Derivate für Disaccharide
Die Peracetylierung der zuvor mittels Natriumborhydrid in
wäßriger Lösung zu den Alditolen reduzierten Monosaccharide
stellt ein gängiges gaschromatographisches Verfahren dar, zumal
es aucH auf Äminozucker angewandt werden kann (5, 6). Nach-
dem sich die peracetylierten Methoxinie der Disaccharide bei
der zu ihrer gaschromatographischen Trennung erforderlichen
hohen Temperatur als stabil erwiesen hatten, mußte dies auch
von den Alditolacetaten der Disaccharide erwartet werden.
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Arbeitsvorschrift
Derivatisierung

Von den nach Somogyi (4) enteiweißten Zuckerlösungen wird
bei Konzentrationen unter 2,92 mmol/11 ml, bei Konzentra-
tionen über 2,92 mmol/1100 in ein Spitzkölbchen gegeben
und nach Zufügen von 100 \ Trehaloselösung der Konzentra-
tion 2,92 mmol/1 als innerer Standard mit 300 einer wäßrigen
l m o l/1 Natriumborhydridlösung versetzt und umgeschüttelt.
Der Ansatz bleibt über Nacht stehen. Durch vorsichtige Zugabe
von 100 \ Eisessig wird überschüssiges Natriumborhydrid zer-
stört. Nach Überführen in ein Injektionsgläschen für die Gas-
chromatographie wird die Lösung im Stickstoffstrom bei 70°C
eingedampft (evtl. Ethanol-Benzol-Gemisch (10 ml + 40 ml) als
Wasserschlcpper) und der Rückstand dreimal mit je l ml eines
Methanol-Eiscssig-Gemisches (200 ml + l ml) zur Verflüchti-
gung von Natriumborat als Borsäuretrimethylester im Stick-
stoffstrom abgedampft. Der trockene Rückstand wird mit
500 Pyridin und 250 Acetanhydrid versetzt und nach
Versiegeln des Gläschens über Nacht im Trockenschrank bei
90°C temperiert. Danach wird wiederum im Stickstoffstrom
bei 70°C zur Trockne eingedampft und der Rückstand mit
500 Wasser und 100 Chloroform geschüttelt. Die Chloro-
formphase wird in ein neues Injektionsgläschen gebracht, im
Stickstoffstrom eingedampft und der Rückstand in 20
Chloroform gelöst, das Gläschen versiegelt und davon ein
Aliquot zur Injektion in den Gaschromatographen verwandt.
Die Derivate sind bei Raumtemperatur wochenlang stabil.

Gaschromatographie
Gerät:
Säule:
Trennflüssigkeit:

Trägergas N2:

Säulentcmperatur:
Temperatur des
Injektionsblocks:
Temperatur des FID:
Injektion:
Papiervorschub:

PERKIN-ELMER F 11 (FID),
Glas 6 ft, 3 mm 0,
OV 101 (Applied Science Lab.) 3% auf
Gaschrom Q 100-120 mesh
(SERVA, Heidelberg),
30 ml/min, H2: 40 ml/min, Luft:
400 ml/min,
130°C für Di-, 160°C für Trisaccharide,

160°C für Di-, 190°C für Trisaccharide,
160°C für Di-, 190°C für Trisaccharide,
l Ml
30 cm/h.

Die Auswertung der Gaschromatogramme erfolgte manuell unter
Verwendung des Ausdrucks „Retentionszeit Peakhöhe" als
Flächenmaß. Traten bei einem Zucker zwei Peaks auf, wurden
diese getrennt ausgewertet und die Flächenmaße addiert.
Sämtliche Reagenzien waren, soweit nicht anders angegeben,
Handelspräparate (p. a.) der Fa. MERCK, Darmstadt.
Für die statistischen Auswertungen verwendeten wir Standard-
Rechenprogramme an einem Tischcomputer der Fa. DIEHL.

Gaschro matographie
Wie bei Methode I

Methode III
Verfahren mit Methoximtrifluoracetaten als Derivate für Di·
und Trisaccharide
Bei der Trifluoracetylierung von Substanzen mit alkoholischen
Hydroxylgruppen mittels Trifluoracetanhydrid entsteht Tri-
fluoressigsäüre. Da wegen der Hydrolyseempfindlichkeit der
Derivate im Gegensatz zu Methode I und II eine wäßrige Auf-
arbeitung nicht möglich ist, sondern wie bei der Trimethylsilylie-
rung direkt aus dem Derivatisierungsansatz gespritzt werden
muß, kann die Trifluoressigsäure nicht entfernt werden. Bei den
zur Gaschromatographie von Disacchariden erforderlichen
Temperaturen bewirkt aber diese starke Säure eine Zersetzung.
Dies kann bei Verwendung des ebenfalls sehr reaktionsfreudigen
N-Methyl-bis-(trifluoracetamid) als Derivatisierungsmittel ver-
mieden werden, da hierbei als Nebenprodukt bei der Vereste-
rung das inerte N-Methyltrifluoracetamid entsteht (7). Damit
seitens der Carbonylfunktion keine Störung auftreten kann,
wird diese mittels Methoxylaminhydrochlorid in Pyridin auf?
gehoben und daran anschließend im gleichen Ansatz die Ver-
esterung mit N-Methyl-bis-(trifluoracetamid) durchgeführt. Die
Trennung erfolgt auf der OV l Öl-Säule bei 130°C für Di- und
160°C für Trisaccharide.

Arbeitsvorschrift
Derivatisierung
Von den nach der Methode von Somogyi (4) enteiweißten
Zuckerlösungen werden l ml zusammen mit l ml Lösung des
inneren Standards Trehalose der Konzentration 2,92 mmol/1
in einem Spitzkölbchen am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingedampft und anschließend mit 500 Methoxylaminhydro-
chlorid (Serva, Heidelberg) in Pyridin (10 g/l Pyridin) versetzt
und l h bei 70°C im Wasserbad temperiert. Die Lösung wird in
ein Injektionsgläschen für die Gaschromatographie überführt
und im Stickstoffstrom bei 70°C ungefähr zur Hälfte einge-
dampft. Nachdem 250 N-Methyl-bis-(trifluoracetamid) zuge-
setzt sind, wird das Gläschen versiegelt und 5 h im Trocken-
schrank bei 70°C temperiert. Ein Aliquot des Derivatisierungs-
ansatzes wird in den Gaschromatographen eingespritzt.

Ergebnisse und Diskussion

Methode I (Methoximacetate)

Nach dieser Derivatisierungsmethode gelingt die Tren-
nung und quantitative Bestimmung von Maltose, Lac-
tose und Saccharose auf einer OV 225-Säule bei 260°C.
Lactose liefert zwei Peaks. Als geeigneter innerer Stan-
dard erweist sich Gentiobiose. Die Tabelle l enthält die
absoluten und die auf Gentiobiose bezogenen relativen
Retentionszeiten, während die Abbildung l ein entspre-
chendes Gaschromatogramm zeigt.

Tab. 1. Absolute und relative Retentionszeiten der peracetylier-
ten Methoxime von Disacchariden (Methode I).

Disaccharid

Saccharose

Maltose

Lactose
(2 Peaks)

Retentionszeiten
absolut (min)

53,5

58,5

73,8
78,0

relativ

0,58

0,64

0,80
0,84

Gentiobiose 92,4 1,00

Diese Methode hat den Vorteil, daß die Derivatisierungs-
ansätze ohne Gefahr der Hydrolyse aufgearbeitet, d. h.
konzentriert werden können, was bei niedrigen Zucker-
konzentrationen in der Analysenlösung notwendig ist.
Nach diesem Verfahren können Mono- und Disaccharide
aus demselben Ansatz, wenn auch auf verschiedenen
Säulen und bei verschiedenen Temperaturen, bestimmt
werden (Monosaccharide: ECNSSM-Säule bei 190°C,
Disaccharide: OV 225-Säule bei 260°C). Die wichtigsten
Disaccharide — Maltose, Lactose und Saccharose —
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Abb. 1. Gaschromatographisehe Trennung von Disacchariden
als octaacetylieite Methoxime (Maltose, Lactose) bzw.
Octaacetat (Saccharose) (Methode I).
Lactose liefert 2 Peaks.

werden gut getrennt. Die Gaschromatogramme sind
übersichtlich.
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Abb. 2. Gaschromatographische Trennung von Disacchariden
als Alditolacetate (Methode II).

nozucker und Disaccharide auf einer Säule und in einem
Arbeitsgang getrennt werden. Die Derivate sind eben-
falls hydrolyseunempfindlich, können also durch Auf-
arbeitung konzentriert werden.

Methode II (Alditolacetate)
Auch hier ist eine Trennung und Bestimmung von Mal-
tose, Lactose und Saccharose unter den gleichen Bedin-
gungen wie bei Methode I möglich unter Verwendung
von Trehalose als innerem Standard. Erwartungsgemäß
liefert jeder Zucker nur einen einzelnen Peak. Da die
Disaccharide Maltose und Lactose eine Carbonylgruppe
enthalten, entstehen aus diesen infolge Reduktion der
Carbonylgruppe zur alkoholischen Hydroxylgruppe
Nonaacetate. Aufgrund dieses zusätzlichen Acetylrestes
sind hier die Retentionszeiten für Maltose und Lactose
unter gleichen Trennbedingungen im Vergleich zur
Methode I wesentlich länger. Irf der Tabelle 2 sind die
absoluten und die auf Trehalose bezogenen relativen
Retentionszeiten zusammengestellt, die Abbildung 2
demonstriert die Trennung.

Methode II dürfte wohl die meisten Anwendungsmög-
lichkeiten bieten. Bei geeignetem Temperaturprogramm
können aus dem gleichen Ansatz Monosaccharide, Ami-

Tab. 2. Absolute und relative Retentionszeiten der Alditol-
acetate von Disacchariden (Methode II).

Disaccharid
Retentionszeiten
absolut (min) relativ

Saccharose

Maltose

Lactose

Trehalose

66

105

130

79

0,83

1,34

1,65

1,00

Methode III (Methoxim-Trifluoracetate)
Hier liefert Maltose zwei Peaks, von denen der spätere
mit Lactose zusammenfällt. Zur Bestimmung von Mal-
tose, Lactose und Saccharose eignet sich Trehalose und
zur Bestimmung von Mältotriose^ welche ebenfalls zwei
Peaks ergibt, Raffmose als innerer Standard. Die ent-
sprechenden absoluten und relativen Retentionszeiten
sind der Tabelle 3 bzw. den Abbildungen 3 und 4 zu
entnehmen.

Tab. 3. Absolute und relative Retentionszeiten der pertrifluoi-
acetylierten Methoxime von Di- und Trisacchariden
(Methode III).

Disaccharid
bzw. Trisaccharid

Saccharose

Maltose
(2 Peaks)

Lactose

Trehalose

Raffinose

Maltotriose
(2 Peaks)

Retentionszeiten
absolut (min)

29,2

36,2
43*4

43,0

45,8

20,8

41,4
48,0

relativ (Trehalose)

0,64

0,79
0,95

0,94

1,00

-

-

Die Methode III erlaubt zwar keine wäßrige Aufarbei-
tung und damit Konzentrierung des Derivatisierungs-
ansatzes, jedoch bedeutet das direkte Spritzen aus dem
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Abb. 3. Gaschromatographische Trennung von Disacchariden
als octatiifluoracetylicrtes Methoxim (Maltose) bzw.
Octatrifluoracetate (Saccharose und Trehalosc)
(Methode III).
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Abb. 4. Gaschromatographische Trennung von Trisacchariden
als pertrifluoracetyliertes Methoxim (Maltotriose) bzw.
Pertrifluoracetat (Raffinose) (Methode III).
Maltotriose liefert 2 Peaks.

Ansatz eine Arbeitsersparnis. Andererseits kann auf-
grund des Fluorgehalts der Derivate bei Verwendung
eines Elektroneneinfangdetektors (ECD) zur spezifischen
Detektiön die Empfindlichkeit wesentlich gesteigert
werden. Die Derivate sind im Vergleich zu den Acetaten
derart flüchtig, daß bei relativ niedrigen Temperaturen

im Gegensatz zu den Methoden I und II sogar Tri-
saccharide getrennt werden können. Mit einem geeig-
neten Temperaturprogramm können also Mono-, Di-
und Trisaccharide aus dem selben Ansatz in einem
Arbeitsgang bestimmt werden.

Zuverlässigkeitskriterien der gaschromatogra-
phischen Zuckerbestimmung nach Methode I
Ausgehend von einer Stammlösung, die die Disaccharide
Maltose, Lactose und Saccharose nebeneinander in der
Konzentration 5,84 mmol/1 enthielt, wurden durch Ver-
dünnen auf die halbe Konzentration bis herab zur Grenz-
konzentration 0,05 mmol/1 acht Lösungen gewonnen,
in welchen die genannten Disaccharide in jeweils gleicher
Konzentration vorlagen. Aus solchen Lösungen wurden
die Disaccharide quantitativ bestimmt und die Präzision
in der Serie und von Tag zu Tag überprüft. Die Tabelle 4
enthält die Ergebnisse für die Konzentrationen 5,84 bzw.
0,05 mmol/1 sowie für Wiederfindungsversuche, bei denen
bekannte Mengen von Disacchariden eingewogen wurden.
Die Zuverlässigkeit dieser Methode ist mit der von uns
sehr gründlich untersuchten gaschromatographischen
Bestimmung von Monosacchariden nach dem Methoxim-
acetatverfahren vergleichbar.

Tab. 4. Zuverlässigkeitskriterien der gaschromatographischen
Zuckerbestimmung (nach Methode I).
Es wurden wäßrige Lösungen von Lactose, Maltose und
Saccharose in den angegebenen Konzentrationen ver-
wendet.

Empfindlichkeit
Wiederfindung

Präzision in der Serie
bei 5,84 mmol/1:
bei 0,05 mmol/1:
Präzision von Tag zu Tag
bei 5,84 mmol/1
bei 0,05 mmol/1

> 0,05 mmol/1

97 ± 4,3%

VK* 3,2%
VK>15,0%

VK= 3,5%
VK = 23,4%
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