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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 66, 92—116 (1975)
Eingegangen 9. Dezember 1974. Angenommen 20. Dezember 1974

Gaschromatographische Zuckerbestimmung

Herstellung und gaschromatische Trennung der Zucker-oxim-silylderivate

K. Ziircher, H. Hadorn und Ch. Strack

Zentrallaboratorium der Coop Schweiz, Basel

Problemstellung

Zur gaschromatographischen Trennung der Zucker miissen diese vorerst in
fliichtige Verbindungen {ibergefiihrt werden. Dies geschieht durch Acetylieren,
ofter jedoch durch Silylieren, weil die Silylderivate wesentlich leichter fliichtig
sind und auch Di- und Trisaccharide noch gaschromatographisch getrennt wer-
den konnen. Zur Herstellung der Zucker-silylither sind viele Reagenzien ent-
wickelt und noch zahlreichere Arbeitsvorschriften empfohlen worden. Dutton (1)
hat in seiner Monographie die gaschromatographischen Methoden zur Trennung
der Kohlenhydrate ausfiihrlich behandelt und die meisten bis 1972 erschienenen
Arbeiten (731 Literaturzitate) berticksichtigt.

In fritheren Arbeiten (2, 3, 4) haben wir verschiedene Reagenzien und Metho-
den zur Silylierung systematisch ausprobiert. Die Zucker-silylither lassen sich gas-
chromatographisch sauber trennen, trotzdem ist die Methode mit gewissen Schwie-
rigkeiten verbunden. Eine Fehlerquelle vieler Methoden besteht in der unvollstin-
digen Silylierung einzelner Zuckerarten. Im Gaschromatogramm erscheinen dann
mehrere Nebenpeaks. Ein Umstand, der sich oft unangenehm auswirkt, besteht
darin, dafl alle Zuckerarten mit einer reduzierenden Aldehyd- oder Ketogruppe
2 tautomere Formen bilden. Nach dem Silylieren entstehen jeweils die Silyldther
der a- und der B-Form, welche bei Verwendung von leistungsfahigen Sdulen im
Gaschromatogramm getrennt werden. Bei komplizierten Zuckergemischen er-
schweren diese zahlreichen Peaks die Auswertung. Besondere Schwierigkeiten be-
reitet die Fructose, da nach dem Silylieren im Gaschromatogramm nicht nur die
zwei zu erwartenden Peaks der o- und der B-Form, sondern 3 bis 5 verschiedene
Peaks erscheinen. Dabei handelt es sich nach Curtius und Mitarbeitern (5) um die
¢- und B-Pyranose- und Furanose-Formen. Der 5. Peak entspricht der offenen
Ketalform. Auch von anderen Zuckerarten entstehen bei der Silylierung oft mehrere
Anomere. Reid und Mitarbeiter (6) erhielten bei der Silylierung von Zuckern
im Mutarotationsgleichgewicht fiir Xylose 4 Peaks, fiir Fructose und Galactose
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je 3 Peaks. Nach diesen Autoren ist es nicht notig, jeden einzelnen Peak auszu-
werten. Wenn sich das Zuckergemisch vor der Silylierung im Mutarotations-
gleichgewicht befand, geniigt es, fiir jede Zuckerart einen charakteristischen Peak
auszuwerten und die Peak-Fliche mit derjenigen eines Eichchromatogrammes zu
vergleichen. Um das Mutarotationsgleichgewicht rascher einzustellen, wurde das
Zuckergemisch in Pyridin oder N, N-Dimethylformamid-Losung bei Gegenwart
von Katalysatoren erwidrmt. Diese Methode leistete bei der Untersuchung von
Hydrolysaten von Hemicellulosen gute Resultate. Sie ist jedoch umstindlich und
bei der Analyse komplizierter Zuckergemische entstehen uniibersichtliche Gas-
chromatogramme. Es ist auch mit der Moglichkeit zu rechnen, dafl unter einem
charakteristischen Peak, den man auswertet, ein Nebenpeak einer anderen Zuk-
kerart versteckt ist, was zu fehlerhaften Resultaten fiihrt.

Erwiinscht wire eine Methode, bei welcher man fiir jede Zuckerart nur einen
einzigen sauberen Peak erhalten wiirde. Um dies zu erreichen, wurde vorge-
schlagen, die Zucker zunichst zu den entsprechenden Zuckeralkoholen zu redu-
zieren, diese zu acetylieren oder zu silylieren und gaschromatographisch zu tren-
nen. Die Methode hat den groflen Nachteil, dafl Glucose und Fructose nicht
unterschieden werden konnen. Eine andere Moglichkeit besteht darin, die freie
Aldehyd- oder Ketogruppe im Zuckermolekiil vorerst zu maskieren und anschlie-
flend die fliichtigen Derivate herzustellen. Varma und Mitarbeiter (7) haben die
Zucker zunichst mit Hydroxylamin umgesetzt. Dabei entstehen die Oxime. An-
schlieffend wurden diese mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Varma und Mitarbeiter
bezeichnen die vollstindig acetylierten Zuckerderivate als Aldo-nitril-acetate. Im
Gaschromatogramm liefert jede Zuckerart nur einen Peak. Versuche nach dieser
Methode fithrten in unserem Laboratorium nicht zu befriedigenden Resultaten.

Wir versuchten nun, die Zucker nach der Ueberfithrung in die Oxime zu
silylieren. Die Methode fihrte rasch zum Erfolg. Glucose, Fructose sowie die
reduzierenden Disaccharide, Lactose und Maltose ergaben auf der von uns be-
nutzten OV-17-Saule nur je einen einzigen Peak (Abb. 2). Beim Literaturstudium
fanden wir, dafl diese Technik bereits frither von Sweeley und Mitarbeitern (8)
fiir qualitative Untersuchungen angewandt worden ist. Nachtraglich stieflen wir
noch auf eine Arbeit von Mason und Slover (9). Die beiden Autoren haben analog
wie wir zunidchst die Oxime der Zucker hergestellt und diese anschlieffend in
Pyridin mit Hexamethyldisilazan und Trimethylchlorsilan in die Silylderivate tiber-
gefiithrt. Nach dieser Methode erhielten sie fiir Fructose, Glucose, Maltose und Galac-
tose im Gaschromatogramm je 2 Peaks. Die Methode bietet daher gegentiber den
bisherigen Methoden, bei welchen die Zucker direkt silyliert werden, keine nen-
nenswerten Vorteile. Héitten wir diese Arbeit frither gekannt, wiirden wir ver-
mutlich auf die Herstellung von Zucker-oxim-silylderivaten verzichtet haben.
Dafl diese Silylderivate der direkt reduzierenden Zuckerarten im Gaschromato-
gramm je zwel Peaks bilden, a8t sich durch die cis- und trans-Form der Oxime
erkliren, worauf wir spiter noch zuriickkommen werden.

Eine ihnliche Methode haben Laine und Sweeley (10) benutzt, um Struktur-
aufklirungen an Kohlenhydraten durch kombinierte Gaschromatographie—Mas-
senspektroskopie durchzufiithren. Die Kohlenhydrate wurden mittels Methyloxim-

95



hydrochlorid in ihre O-Methyloxime tibergefiihrt, diese silyliert, die Trimethyl-O-
methyloxime gaschromatographisch getrennt und im Massenspektrographen un-
tersucht.

Neuerdings berichtet auch Petersson (11) tiber Versuche mit Trimethyl-silyl-
derivaten von Zuckeroximen oder Methyloximen.

Ueber quantitative Bestimmungen durch gaschromatographische Trennung der
Oxim-silylderivate haben wir keine Veroffentlichung gefunden. Das Ziel dieser
Arbeit war es, die optimalen Versuchsbedingungen zur Herstellung der Zucker-
oxim-silylderivate und deren gaschromatographische Trennung auszuarbeiten, so
dafl die Methode fiir zuverldssige quantitative Zuckerbestimmungen in Natur-
produkten und Lebensmitteln verwendbar ist.

Vorteile der nenen Methode

Die Vorteile der neuen Methode lassen sich am besten an einem praktischen
Beispiel zeigen. In Abbildung 1 ist das GC der Zucker-trimethyl-silyldther einer
Modellmischung wiedergegeben. Die Silylierung erfolgte mittels MSHFBA und
Trimethylchlorsilan als Katalysator in Pyridin-Losung.

fB-Fructose
4-Glucose
B -Glucose
A-L act—=
A-Maltz
B-Lact.
Melezitose

Saccharose
Raffinose

d-Fructose

i 1 %ML& 1 l g Mlkwj IJ'ML
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Abb. 1. GC der Zucker-s:ilyliither einer Modellmischung. Stahlsdule 2,5 m X /5", 5%, OV-17.
Temperaturprogramm: 110°C + 2%Min. — 2759C.

Fiir die 7 Zuckerarten der Modellmischung erhdlt man im Gaschromatogramm
11 Hauptpeaks. Fructose, Glucose, Lactose und Maltose bilden je zwei Peaks der
o- und B-Form. Bei Fructose entstehen auflerdem noch 3 kleinere Nebenpeaks
X4, X5 und ein Peak X3, welcher unter dem Peak der a-Glucose versteckt ist. Die
quantitative Auswertung derartiger Gaschromatogramme ist problematisch, weil
man nie sicher ist, ob nicht unter einem der Hauptpeaks ein unbekannter Neben-
peak versteckt ist.

Abbildung 2 zeigt das GC der Zucker-oxim-silylderivate der gleichen Modell-
mischung. Fiir jede Zuckerart erscheint nur ein Peak, was die Auswertung erleich-
tert. Auch bei hoher Empfindlichkeit der Registrierung sind keine Andeutungen
von Nebenpeaks erkennbar, wodurch genauere Resultate erzielt werden. Die
Trennungen sind auch in viel kiirzerer Zeit durchfithrbar, weil mit hoheren Pro-
grammraten gearbeitet werden kann.
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Abb. 2. GC der Zucker-oxim-silylderivate (Stearinsiure als inneren Standard)
Temperaturprogramm : 130°C + 4°%Min. — 275°C.

Bei der direkten Silylierung der Zucker entstehen aus reduzierenden Zuckern
wie Glucose und Fructose die Silylather der cyclischen Halbacetal-Formen. Die
a- und B-Pyranose-Formen werden wie erwihnt auf der GC-Saule getrennt (Abb. 1).

Werden dagegen die Zuckeroxime silyliert, so erhilt man Silylderivate der
offenen Form. Die Oxim-silylderivate bilden zwar ebenfalls zwei isomere Formen.
Dabei handelt es sich um cis-trans-Isomerie der Oxime.

PI—O—Si(CH:;)a 1|\[I—O—Si(CH3)3
i

|
H—C—R R—C—H

cis- trans-

Auf der von Mason und Slover (9) verwendeten SE-30-Siule werden die beiden
Formen getrennt. Auf der von uns benutzten Sdule (5% OV-17 von 2,5 m Linge)
bildet jede Zuckerart nur einen Peak. Im entsprechenden Gaschromatogramm
(siche Abb. 2) sind die 7 Zuckerarten gut voneinander getrennt.

Neues Silylierungsreagenz

Ein Nachteil technischer Art bei der gaschromatographischen Trennung von
Zucker-silylderivaten besteht in Stérungen, welche die meisten Silylierungsrea-
genzien im Flammen-Ionisations-Detektor verursachen. Beim Verbrennen bilden
sich siliziumhaltige Niederschlige, die den Detektor verschmutzen, was bei unse-
rem Detektor nach wenigen Einspritzungen zu einem Zusammenbruch der Emp-
findlichkeit fiihrte. In neuerer Zeit sind daher fluorhaltige Silylierungsreagenzien
entwickelt worden, die bei der Verbrennung fliichtige Silizium-Fluorverbindungen
liefern und die Verschmutzung des Detektors verhindern sollen. Wir verwendeteten
zur Silylierung der Zuckeroxime das N-Methyl-N-trimethylsilyl-heptafluor-
butyramid (MSHFBA). Dieses fluorreiche Silylierungsreagenz hat den groflen Vor-
teil, dafl es die Verschmutzung des Detektors verhindert. Wir konnten 50—100

95



Einspritzungen machen, bevor der Detektor gereinigt werden muflte. Der einzige
Nachteil dieses Reagenzes ist sein hoher Preis.

Ausarbeitung der optimalen Arbeitsbedingungen

Die Analyse erfordert, wie bereits in der Einleitung erwahnt, verschiedene
Arbeitsschritte, welche einzeln tiberpriift werden miissen.

Entfernung des Wassers

Zur Herstellung der Oxime und fiir die anschliefende Silylierung mufl das
Wasser moglichst vollstindig aus dem Untersuchungsmaterial entfernt werden,
weil bereits Spuren von Wasser storen konnen. Aus wisserigen Losungen lafdt
sich das Wasser elegant und auf schonende Weise durch Gefriertrocknung ent-
fernen. Die Zucker hinterbleiben in Form einer lockeren, porosen Masse, welche
sich leicht und rasch auflosen lifit. Bei alkoholischen Losungen ist die Gefrier-
trocknung nicht anwendbar, weil Alkoholdampf am Kondensor nicht einfriert.
Alkoholische Losungen erwiesen sich jedoch als besonders giinstig, weil sie halt-
bar sind. In wisserigen Losungen werden beispielsweise die Zucker-Modell-
Losungen durch Mikroorganismen in kurzer Zeit verindert, so dafl man derartige
Losungen taglich frisch zubereiten miifite. Bei der Untersuchung von enzymhalti-
gen Lebensmitteln, wie beispielsweise Weizenkeimlingen oder Getreidemehlen,
diirfen die Zucker nicht mit Wasser herausgelost werden, weil sie sonst schon vor
der Analyse enzymatisch verindert werden (z.B. Spaltung der Saccharose). In
solchen Fillen sind Aethanol oder Methanol die geeigneten Losungsmittel.

Wisserig-alkoholische Zuckerlosungen lassen sich am Rotationsverdampfer
trocknen. Dabei bleibt jedoch das Zuckergemisch meist als glasige, harte Masse
zuriick, welche sehr langsam und unvollstindig in Losung geht und im Innern
meist noch Wasser enthilt. Durch Zusatz von Isopropanol zur etwas eingeengten,

aber noch fliissigen Zuckerlosung lassen sich die Zucker am Rotationsverdampfer
gut trocknen, es entsteht eine lockere Masse.

Einschliefien der Reaktionsgemische

Die Bildung der Oxime und die anschlieflende Silylierung erfolgen bei erhoh-
ter Temperatur. Damit keine Flussigkeit verdampft und wihrend der Reaktion
keine Feuchtigkeit eindringen kann, muf} in verschlossenen druckfesten Gefifien
gearbeitet werden. Einschmelzrohrchen haben sich nicht gut bewihrt. Vor dem
Einspritzen des silylierten Zuckergemisches miissen diese gedffnet werden, wobei
Feuchtigkeit eindringen kann, was sich als schidlich erwies und zu stark streuen-
den Resultaten fiihrte. ;

Gut bewahrt haben sich Reaktionsréhrchen fiir die Derivatisierung der Firma
Serva*. Diese sind mit einer teflonbeschichteten Butylgummimembran verschlief3-

* Lieferant: Chemie Brunschwig, Basel.
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bar und konnen mittels einer Kunststoffverschraubung druckfest verschlossen wer-
den. Diese Verschraubung dient zugleich als Verbindungsstiick zum Rotations-
verdampfer. Die Reaktionsrohrchen sowie die Verschraubungen sind beliebig oft
verwendbar, lediglich das Gummiseptum muf} ersetzt werden (siche Abb. 13 im
Abschnitt «Methodik»).

Herstellung der Oxime

Die Oxime haben wir nach Neunhoeffer (12) mit Hydroxylaminhydrochlorid
hergestellt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer
werden die wasserfreien Zucker (35 mg Zuckergemisch) im SERVA-Reaktions-
rohrchen in 2 ml Methanol geldst. Anschlieflend werden 0,06 g Natriumacetat
wasserfrei und 0,05 g Hydroxylamin-hydrochlorid zugegeben, das Gefaf} geschlos-
sen und wahrend einer Stunde bei 80°C erhitzt. Nach dem Erkalten wird zentrifu-
giert, das Gefafl vorsichtig ge6ffnet und 1 ml der {iberstehenden klaren Losung
in ein zweites sauberes Reaktionsgefafl pipettiert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer vorsichtig abgedunstet und der wasserfreie Riickstand sily-
liert.

Die Oximbildung verlauft unter diesen Bedingungen quantitativ. Wire ein
Teil der Fructose oder Glucose nicht in die Oxime iibergefithrt worden, hitten
wir spater im GC nach der Silylierung storende Peaks der a- und B-Formen der
Silyliather dieser Monosaccharide beobachtet, was nie der Fall war, Der Ueber-
schuff an Hydroxylamin wird beim Eindampfen der Losung zersetzt.

Silylierung

Es sollte noch abgeklirt werden, unter welchen Bedingungen die Silylierung
der Oxime durchgefithrt werden mufl, um gut reproduzierbare und quantitative
Resultate zu erhalten.

Einflufl von Temperatur und Reaktionszeit anf die Silylierung

Eine Probe der Zuckeroxime wurde wie liblich im Reaktionsrhrchen am
Rotationsverdampfer eingedampft und getrocknet. Anschlieffend haben wir das
Silylierungsreagens zugegeben, das Gefifl mit der Gummimembran verschlossen
und stehengelassen. Nach verschiedenen Zeiten (1 Std. bis 22 Std.) wurden
Proben mittels Injektionsspritze entnommen und in den Gaschromatographen ein-
gespritzt. Die Resultate sind in der Tabelle 1 zusammengestellt. Die Silylierung
erfolgt bereits in der Kilte ziemlich rasch und fiir mehrere Zuckerarten nahezu
vollstandig. In den Gaschromatogrammen waren keine Nebenpeaks zu beobachten.
Bei lingerem Stehen in der Kilte (5—21 Std.) scheinen die Glucose und Maltose-
gehalte noch etwas anzusteigen. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieflend noch
wihrend einer Stunde auf 50°C erhitzt. Die Verteilung der Zucker hatte sich
dabei nicht verindert. Durch erneutes Erhitzen des Reaktionsgemisches wihrend
einer Stunde auf 80°C wurde keine signifikante Aenderung der Zuckerverteilung
beobachtet. Demnach erfolgt eine vollstindige Silylierung bereits in der Kilte bei
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Tabelle 1
Einfluff von Reaktionszeit und Temperatur bei der Silylierung
einer Zucker-Modellmischung

Berechnung der Resultate als Flachenprozent (theoret. = 14,3 %)

Spritzg. Silylierung I:;gg- Glucose Sa}%‘;};a' Lactose| Maltose P;aofsfé- :iqfcl'::e
Temp. Zeit %0 /o %/n /o 0 %o %o
i 209C 1Std. | 17,82 | 16,95 12,87 | 13,88 | 13,19 12,63 | 12,64
2 20°C 3Std. | 17,68 | 16,90 12,81 13,87| 13,36 | 12,66 | 12,72
3 209C 4 8td. | 17,57 16,86.13,02| 13,93 | 13,55/ 12,42-| 12,65
4 20°C 5:8td. |- 1793 | 1216 1300 13,71 | 15,58 12,39 | 12,41
5 20°C 21Std. | 17,64 | 17,47 | 13,00 13,68 | 13,92 | 12,05 | 12,25
6 20°C 22Sed. | 17,87 17,65| 12,87 | 13,40| 13,84 | 11,68 | 11,84
7 anschlieflend auf
50°C erhitzt (1 Std.) | 17,96 | 17,32 | 12,96 | 13,56 | 13,89 | 12,07 | 12,23
8 anschlieflend auf
80°C erhitzt (1Std.) | 17,72 | 17,21 12,90| 13,41 | 13,88 | 12,43 | 12,45
9 stehen lassen bel
Zimmertemp. 1Sed. | 17,95 17,49 12,80| 13,66 | 13,75 12,07 | 12,28
10 2Std. | 17,60 17,19| 13,02 | 13,81 13,95| 12,10] 12,30
11 4Tage | 17,70 | 17,41 | 12,75 13,54 | 13,75 | 12,27 | 12,57
Berechnet aus Spritzungen 5—11
Mittelwert X 17,781 12,39 | 12901 13,58 13,85 | 12,09 | 12,27
Standardabweichung s 0,13 .0,17| 0,10| 0,15( 0,07| 0,28| 027
Streubereich (P = 95 0/0) Ax 0,32 0,42 0,25 037 Q14 0,69 0,66
relat. Streubereich in */0 A x %0 1,8 2,4 1,9 2,7 1,2 5.7 5,4

20stiindigem Stehen. Um die Reaktion zu beschleunigen, haben wir das Reaktions-
gemisch jeweils wihrend einer Stunde auf 80°C erwirmt.

Haltbarkeit des silylierten Gemisches

Bei Zutritt von Luftfeuchtigkeit sind die Silylderivate der Zucker unbe-
stindig. Bei einer fritheren Versuchsserie, bei welcher die Silylierung im Ein-
schmelzrohr durchgefiithrt wurde und das Gefifl vor jeder Einspritzung geoffnet
werden mufite, ergaben sich stark streuende, meist unbrauchbare Resultate. Um
zu priifen, ob das Reaktionsgemisch bei Ausschluff von Feuchtigkeit bestindig
ist, wurde ein Ansatz, der sich im verschlossenen Réhrchen mit Gummimembran
befand, wihrend 4 Tagen stehengelassen, erneut Proben entnommen und in den
Gaschromatographen eingespritzt. Die Resultate stimmten mit den fritheren Wer-
ten iiberein (siche Tabelle 1, Versuch Nr. 11). Die Zucker-oxim-silylderivate blei-
ben demnach im luftdicht verschlossenen Gefiafl bei Ausschluff von Feuchtigkeit
wihrend mindestens 4 Tagen unverandert.
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Wabhl des inneren Standards zur Berechnung von Korrekturfaktoren

In der Tabelle 1 wurde die Verteilung der Zucker in Flichenprozenten ohne
Beriicksichtigung von Korrekturfaktoren berechnet. Auf diese Weise erhilt man
fiir Fructose und Glucose zu hohe Werte (im Mittel 17,8 und 17,4%), welche si-
gnifikant {iber dem theoretischen Wert 14,3 liegen. Fiir die Disaccharide und die
Trisaccharide ergeben sich etwas zu niedrige Werte. Diese systematischen Fehler
lassen sich durch sogenannte Korrekturfaktoren ausgleichen.

Zur genauen Bestimmung der einzelnen Zuckerarten wird dem zu analysie-
renden Gemisch eine genau bekannte Menge eines inneren Standards zugesetzt.
Aus dem Gaschromatogramm einer Modellmischung mit bekannten Mengen von
Zuckern und innerem Standard werden die sogenannten Korrekturfaktoren be-
rechnet.

Als inneren Standard haben wir zunichst Stearinsiuremethylester verwendet.
Dieser Peak erscheint im Gaschromatogramm zwischen den Mono- und Disac-
chariden, was besonders glinstig wire, weil in diesem Bereich keine Peaks von
Zuckern zu erwarten sind (siche Abb. 3). Die Faktoren waren jedoch schlecht
reproduzierbar. Anscheinend verliuft die Umsetzung des Stearinsiuremethylesters
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Abb. 3. GC der Zucker-oxim-silylderivate (Octadecan als innerer Standard)
Temperaturprogramm : 130°C + 6%Min. — 275°C.

mit dem Silylierungsreagens nicht immer genau gleich. Auch Stearinsidure hat sich als
innerer Standard nicht gut bewahrt (siche Tabelle 4). Schliefflich wurde Octadecan
als innerer Standard gewahlt. Der Peak des Octadecans erscheint vor dem der Fruc-
tose (sieche Abb. 3). Fir genaue quantitative Untersuchungen sollte im Gaschro-
matogramm der Peak des inneren Standards nicht allzuweit von den Peaks der
zu bestimmenden Verbindungen liegen. Der Peak des Octadecans liegt vor dem
der Fructose, ist somit recht weit von den Peaks der Di- und Trisaccharide ent-
fernt. Hohere Kohlenwasserstoffe, welche im Gaschromatogramm spiter er-
scheinen wiirden, eignen sich nicht als innere Standards, weil sie in Pyridin

schlecht 16slich sind.
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Dosierung des inneren Standards

Zu einem aliquoten Teil der abgewogenen Substanz oder des Zuckergemisches
mufl eine genau bekannte Menge von innerem Standard zugesetzt werden. Wir
benutzten eine 1%ige Losung von Stearinsiure oder Octadecan in Pyridin. Zu
jedem Versuch wurden 0,3 ml Standardlosung zupipettiert. Um die Fehler beim
Pipettieren zu ermitteln, haben wir 6émal hintereinander je 0,3 ml Pyridin in ein
Kolbchen abpipettiert und gewogen. Als Pipette benutzten wir einmal eine ein-
stellbare Digitalmikroliter-Pipette (0—1 ml) mit Kunststoffspitze, das andere
Mal eine 1 ml Stabpipette aus Glas. Die Wigungen ergaben die in der Tabelle 2
aufgefiihrten Werte.

Tabelle 2.  Reproduzierbarkeit der Dosierung des inneren Standards

Einstellbare Pipette Stabpipette

mit Kunststoffspitze aus Glas
hochster Wert g 0,29915 0,30450
niedrigster Wert g 0,29660 0,30025
Mittelwert X g 0,29831 0,30200
Standardabweichung 0,00102 0,00170
relativer Streubereich A x (P=-95%) + 0,88%0 + 1,45%
Differenz zwischen hochstem und
niedrigstem Wert 0,8 % 1,4 %

Mittels der einstellbaren Digitalpipette ist die Dosierung des inneren Stan-
dards genau, der relative Streubereich betrdgt 0,8%. Mit der Stabpipette aus Glas
ist die Streuung etwas grofler (1,4%). Die abpipettierten Pyridinmengen stimmen
tibrigens nicht genau. Da die Dichte des Pyridins 0,981 betrigt, sollten 0,3 ml
theoretisch 0,294 g wiegen. Die Mittelwerte liegen in beiden Fillen héher (1,5 und
2,6"%0 relativ), was auf systematische Pipettierfehler zuriickzufiihren ist. Die Pi-
petten sind fiir Wasser geeicht, Pyridin flieft anscheinend anders aus. Fiir sehr
genaue Analysen konnte man das Gewicht der zur Probe einpipettierten Standard-
16sung auf der Analysenwaage bestimmen und hieraus die genaue Menge an inne-

rem Standard berechnen. Auf diese Weise lieflen sich die Pipettierfehler elimi-
nieren.

Ueberpriifung der Methode

Um die Zuverlissigkeit der Methode zu priifen, haben wir eine Zucker-
Modellmischung hergestellt, welche gleiche Teile von Fructose, Glucose, Sac-
charose, Lactose, Maltose, Raffinose und Melezitose enthielt und diese an ver-
schiedenen Tagen nach der am Schlufl dieser Arbeit angegebenen Methode analy-
siert. Sdmtliche Operationen, wie Eindampfen der Zuckerlosung, Herstellen der
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Oxime, Zusatz von innerem Standard und die Silylierung, wurden unabhingig
voneinander wiederholt. Alle Reaktionslosungen wurden mehrfach in den Gas-
chromatographen eingespritzt und die Resultate tabelliert.

Wiederholbarkeit der Gaschromatogramme beim Einspritzen der gleichen Lésung

Von jeder silylierten Losung wurden am gleichen Tag 6—7 Proben hintereinan-
der in den Gaschromatographen eingespritzt. Zur Kontrolle, ob sich die Empfind-
lichkeit des Detektors nicht verindert hat, haben wir am folgenden Morgen von
der gleichen Losung nochmals zwei Gaschromatogramme aufgenommen. Die Re-

Tabelle 3. Wiederholbarkeit beim Einspritzen der gleichen Losung
Verteilung berechnet in Flichenprozenten

Veﬁ’:'c}l' Datum Fructose | Glucose Sa:.((:)z};a- Lactose | Maltose | Raffinose gll[f;:;
1 10.9. 1974 17,18 17,24 13,35 13,69 14,01 12:38 12,15
2 10.9. 1974 17,18 17,15 13,32 13,65 14,00 12,49 12,20
3 10.9. 1974 17,51 17,31 13,42 13,61 13,98 12.25 12712
4 10.9. 1974 17,18 17424 13,26 13,67 13,98 12,45 12,25
5 10.9. 1974 17.07 17,05 13,30 13,67 14,06 12.52 12,32
6 10.9. 1974 17,32 K727 13,35 13,64 14,03 12,30 12,09
7 10.9. 1974 17,47 17,21 13,30 13,60 14,00 12,46 12,27
8 11.9.1974 17:19 1Z:25 13,22 13553 13,88 12,58 1233
9 11.9.1974 17,10 17,10 13,33 13,62 14,02 12,59 12,23
Mittelwert X 17,18 17,19 13,31 13,63 13,99 12,44 12,21,
Standardabweich. s 0,05 0,07 0,05 0,04 0,05 0,09 0,06
Streubereich
(P e 950/0) 0,12 0,16 0,12 0,09 0,12 0,21 0,14
relat. Streubereich®/o 0,70 0,93 0,90 0,66 0,86 1,69 1,15

sultate eines derartigen Versuches sind in der Tabelle 3 aufgefiithrt. Die Zucker
wurden als Flichenprozente berechnet. Man erkennt, dafl die Werte sehr gut
reproduzierbar sind. Auch am nichsten Tag fanden wir Resultate, die sich inner-
halb der normalen Versuchsstreuung bewegten. Die Empfindlichkeit des Detek-
tors hat sich nicht verindert und die silylierte Losung ist haltbar. Die Reprodu-
zierbarkeit der Werte bei wiederholten Einspritzungen ist sehr gut. Der relative
Streubereich fiir eine statistische Sicherheit P = 95%, bewegt sich zwischen 0,7
und 1,7%.
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Reproduzierbarkeit der Silylierung

In Tabelle 4 sind die Resultate aus 4 analogen Versuchsserien wiedergegeben,
die zwischen dem 9. und 13. September 1974 durchgefiihrt wurden. Die beiden
letzten Analysen jeder Serie stammen aus Gaschromatogrammen, welche jeweils
erst am 3. Tag nach der Silylierung aufgenommen worden sind. Die Zucker
wurden wiederum in Flichenprozenten berechnet. Aus den 9 oder 10 Gaschroma-
togrammen einer Serie wurden jeweils die Mittelwerte, die Standardabweichung
und hieraus der relative Streubereich (P = 95%) berechnet. Der relative Wieder-
holstreubereich bewegt sich zwischen 0,7 und 2,2%. Auch die Mittelwerte der an
4 verschiedenen Tagen durchgefiihrten Serien stimmen gut iiberein. Der hochste
und der niedrigste Mittelwert aus den 4 Serien unterscheiden sich nur um
0,2—1,6% relativ voneinander. Die Silylierung des Zuckergemisches und die
gaschromatographische Trennung sind gut reproduzierbar. Bei den Lactosewerten
ist ein in Klammern gesetzter Wert nach dem Q-Test als Ausreifler zu betrachten.

In einer dhnlichen Versuchsreihe der Tabelle 5 ergaben sich fir die als Fla-
chenprozent berechneten Zucker idhnliche Resultate. Da bei Ansitzen an ver-
schiedenen Tagen iibereinstimmende Werte erhalten wurden, ist bewiesen, dafl
auch die chemischen Reaktionen wie Oximbildung und die Silylierung der Zucker
gut reproduzierbar sind.

Reproduzierbarkeit der Korrekturfaktoren

Die aus der Verteilung in Flichenprozenten berechneten Zuckergehalte stim-
men, wie erwahnt, nicht genau mit den theoretischen Werten tiberein. (Theoreti-
scher Wert fiir jede Zuckerart 14,3%.) Anscheinend ist die Ansprechempfindlich-
keit des Detektors fiir jede Zuckerart unterschiedlich. Fiir genaue Zuckerbestim-
mungen missen diese systematischen Fehler mit Hilfe eines inneren Standards
und sogenannten Korrekturfaktoren eliminiert werden.

Zur Bestimmung der Korrekturfaktoren haben wir in einer Versuchsserie
(Tabelle 4) aliquote Teile unserer Modellmischung zunichst eingedampft und die
Zucker in ihre Oxime ubergefiihrt. Ein aliquoter Teil wurde zur Trockne ver-
dampft und eine bekannte Menge Stearinsdure, gelost in Pyridin als inneren
Standard, zugesetzt. Anschlieffend wurde silyliert und das Gemisch in den Gas-
chromatographen eingespritzt. Bei der Berechnung der Korrekturfaktoren er-
gaben sich unerwartet grofle Streuungen. Die aus verschiedenen Silylierungsver-
suchen berechneten Mittelwerte stimmten schlecht tiberein (siehe Tabelle 4). Der
hochste und der niedrigste Faktor unterschieden sich um 12—14%, was fiir quan-
titative Bestimmungen v&llig ungentigend ist. Anscheinend verlduft die Umsetzung
der Stearinsdure wie lbrigens auch des Stearinsiuremethylesters mit dem Sily-
lierungsreagens nicht reproduzierbar. Schliefilich wurde Octadecan als innerer
Standard verwendet (vgl. Tabelle 5). Dieser reaktionstrige aliphatische Kohlen-
wasserstoff wird bei der Silylierung chemisch nicht verindert. Der Peak des
Octadecans erscheint im GC unmittelbar vor dem Peak des Fructose-oxim-silyl-
dthers. Wie aus den Resultaten in Tabelle 5 hervorgeht, sind die Faktoren gut
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Tabelle 4. Reproduzierbarkeit der Silylierung an verschiedenen Tagen
Stearinsdure als innerer Standard

Zucker ber. aus Verteilung Korrekturfaktoren
Anza}!]
AulueT Do | aieter. | ot | Dier. | Mittel- [rel. Streu-|  Dit.
N Werh Bereioh reLzlit.* wirt be_rei(i]h relﬂat.*
(P=95%) /o X (P=95%) /o
Fructose
1. Analyse 10 17,32 1,2 0,576 1,6
2. Analyse 9 | 1718 | o7 Lot | 0569 [ops i
3. Analyse 9 17,31 1,6 ) 0,613 | 11 )
4. Analyse 10 | 1724 | 1.2 0,534 | 0,9
Glucose
1. Analyse 10 17,36 1,6 0,575 2:1
2. Analyse 9 1719 0,9 0,569 1,2
3, Analyse o | 1719 | 15 W0 ¢ eaty | sogige o oot
4. Analyse 16 |- 4723 1|12 0,534 | 0,9
Saccharose
1. Analyse 10 13,41 0,9 0,745 1,2
2. Analyse 9 1351 0,9 16 0,735 0,7 124
3. Analyse 9 13,34 0,7 ? 0,797 0,9 7
4. Analyse 10 13,20 0,4 0,698 1,3
Lactose
1. Analyse 10 (13,18) 1,4 0,758 1.8
2. Analyse 9 13,63 0,7 0,718 1.3
3. Analyse g | 1361.] 1.2 0.9 | o780 | 1.8 14,1
4. Analyse 10 | 1373 | 08 0,670 | 1,0
Maltose
1. Analyse 10 | 1403 | 1,0 0712 | 1,3
2. Analyse 9 13,99 0,9 10 0,700 1.3 13.6
3. Analyse 9 13,89 1,2 : 0,767 3,0 -
4. Analyse 10 13,91 1,0 0,663 1,4
Raffinose
1. Analyse 10 | #24z.| t22 0,801 | 4,0
2. Analyse 9 12,44 1,7 g 0,787 2,9 193
3. Analyse 9 12,40 1:5 g 0,857 2,1 A
4. Analyse 10 12,47 1.1 0,740 1,9
Melezitose
1. Analyse 10 12,19 1.2 0,820 3,0
2. Analyse 9 12,21 1,2 0.2 0,801 2,0 133
3. Analyse 9 12,21 17 ? 0,869 A7 .
4. Analyse 10 12.20 1,2 0,754 1,9

* Diff. relat. %0 = Unterschied zwischen héchstem und niedrigstem Mittelwert in .
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Tabelle 5.
Reproduzierbarkeit der Korrekturfaktoren mit Octadecan als innerem Standard

Zucker ber. aus Verteilung Korrekturfaktoren
Anzahl
Zuolpennxt Binsprit-| Mittel. | I8t | pifr. | Mittel- |rel. Streu-| Diff.
zur;gen v:'erﬁ; bSt‘re.u;l rellat. ¥ v:'e:t : eber(eil;:et:1 rellat. v
X |(poosy| " X (P=95%)| "%
Fructose
1. Analyse 4 17,1 1,1 0,585 2.2
2. Analyse 5 17,0 1.5 0,6 0,578 1,0 1,2
3. Analyse 4 17,0 1,3 0,582 1,0
Glucose
1. Analyse -f 17,3 1.3 0,578 1.0
2. Analyse 5 17,4 14 1,1 0,564 11 2,4
3. Analyse 4 17,5 1,4 0,565 § 1% |
Saccharose
1. Analyse 4 13,5 0,5 0,743 1,4
2. Analyse 5 13.3 1,4 1.5 0,735 2,6 i % |
3. Analyse 4 13,3 1,2 0,742 | 2,2
Lactose
1. Analyse 4 14,0 1:1 0,716 1,8
2. Analyse 5 13,8 1,0 15 | 0715 | 4,6 1,8
3. Analyse 4 14,0 1.1 0,703 23
Maltose
1. Analyse 4 13.2 1.7 0,755 21
2. Analyse 5 13,6 219 2.9 0,722 3.5 4,4
3. Analyse 4 13,4 2,6 0,737 4,7
Raffinose
1. Analyse 4 12,4 1,5 0,809 2,4
2. Analyse 5 12,5 2,6 2.4 0,785 4,2 3,0
3. Analyse 4 12,2 3t 0,808 4,7
Melezitose
1. Analyse 1 123y 2,8 0,801 2,5
2. Analyse 5 12,4 3.1 0,8 0,791 3,2 1.3
3. Analyse 4 12,5 3,0 0,792 5,2

* Diff. relat. %0 = Unterschied zwischen héchstem und niedrigstem Mittelwert in %o.

reproduzierbar. Bei 3 an verschiedenen Tagen durchgefiihrten Silylierungsver-
suchen unterschieden sich die Faktoren fiir Fructose, Glucose, Saccharose und
Melezitose um 1—2%o., Diejenigen fiir Maltose und Raffinose um 3—4%. Werden
die Faktoren am gleichen Tag ermittelt, an dem die Zuckerbestimmungen durch-
gefiihrt werden, diirften sich zuverldssige Werte ergeben.

104



Verbalten von anderen Zuckerarten, Zuckeralkoholen und organischen Sduren

Alle bisherigen Versuche wurden mit Modellmischungen, bestehend aus Fruc-
tose, Glucose, Saccharose, Lactose, Maltose, Raffinose und Melezitose durch-
gefiihrt. Diese 7 in Lebensmitteln mehr oder weniger haufig vorkommenden Zuk-
kerarten werden nach unserer Methode auf einer OV-17-Siule gut getrennt.

In Lebensmitteln konnen gelegentlich noch andere Zuckerarten sowie Zuk-
keralkohole vorkommen. Meistens sind auch verschiedene organische Siuren vor-
handen, welche die quantitative Auswertung der Gaschromatogramme stéren kon-
nen. Es sollte noch gepriift werden, wie sich diese Stoffe verhalten und an wel-
cher Stelle im Gaschromatogramm die betreffenden Peaks erscheinen. Zu diesem
Zweck haben wir in analoger Weise Gaschromatogramme der Silylderivate ver-
schiedener Verbindungen aufgenommen.

Weitere Zuckerarten

In Abbildung 4 ist das Gaschromatogramm der Oxim-silylderivate von 17
verschiedenen Zuckerarten wiedergegeben. Jede Zuckerart wurde zunichst ein-
zeln mit Hydroxylamin behandelt, dann silyliert und gaschromatographisch
untersucht, um ihre Retentionszeit zu bestimmen. Anschlieffend wurden Zucker-
mischungen getrennt. Aus Abbildung 4 geht hervor, dafl mehrere Zucker nicht
getrennt werden. Sie bilden im Gaschromatogramm einen, meist etwas verbrei-
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Abb. 4. GC der Zucker-oxim-silylderivate von 17 verschiedenen Zuckerarten.
Temperaturprogramm : 80°C + 4%/ Min. — 275°C.
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terten Peak, wie etwa Arabinose + Xylose oder Mannose + Galactose + Glucose.
Die Stellen, an welchen die Peaks der Silylderivate von Glycerin und der Zuk-
keralkohole erscheinen wiirden, sind in Abbildung 4 mit Pfeilen markiert.

Organische Sdauren

Organische Siuren lassen sich mit MSHFBA ohne vorherige Behandlung mit
Hydroxylamin elegant silylieren und anschlieflend gaschromatographisch tren-
nen (siche Abb. 5). Diese in der Natur weit verbreiteten Sduren konnten die
Auswertung der Gaschromatogramme der Zucker ganz erheblich st6ren. Bei der
Behandlung mit Hydroxylamin werden organische Sauren zum Teil entfernt, zum
Teil umgewandelt und geben nach der Silylierung stérende, nicht identifizierte
Peaks. Sduren miissen vor der Zuckerbestimmung auf jeden Fall durch eine Be-
handlung mit Ionenaustauschern entfernt werden. Vom lonenaustauscher kdnnen
sie anschliefend eluiert werden. Nach dem Silylieren lassen sich die Sduren in
einem gesonderten Gaschromatogramm trennen und identifizieren.
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Abb. 5. GC der Silylester verschiedener Siuren. Temperaturprogramm : 80°C + 4%/Min. — 275°C.

Zuckeralkohole

Abbildung 6 zeigt ein Gaschromatogramm der Silylderivate von Glycerin
und einigen Zuckeralkoholen. Der Peak des Glycerins erscheint bald nach dem
Losungsmittel, die Peaks der Zuckeralkohole in der Region der Monosaccharide.
Auf der OV-17-Sdule nicht getrennt sind Arabit + Xylit, ferner Mannit + Sor-
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Abb. 6. GC der Silylather von Glycerin und Zuckeralkoholen.
Temperaturprogramm : 80°C + 4°/Min. — 275°C.

bit. Die Zuckeralkohole storen in der Regel die Auswertung der Peaks der Mono-
und Disaccharide nicht.

Anwendungen auf Lebensmittel

Miiller und Géke (14) haben bereits iiber gaschromatographische Zuckerbe-
stimmungen in verschiedenen Lebensmitteln wie Honig, Kindernahrzuckern und
Priparaten fiir Diabetiker berichtet. Wir haben vor einiger Zeit (15, 16) das
Zuckerspektrum von iiber 50 Honigen gaschromatographisch aufgenommen und
ausgewertet. Bei all diesen Untersuchungen erfolgte die Silylierung der Zucker
nach ilteren, zum Teil mangelhaften Methoden. Zahlreiche Zuckerarten bilden
in diesen Gaschromatogrammen jeweils zwei oder noch mehr Peaks. Mit unserer
neuen Methode, bei welcher die Zucker-oxim-silylderivate hergestellt werden,
erhilt man viel einfachere, meistens eindeutige Gaschromatogramme, die sich
leicht quantitativ auswerten lassen. Im folgenden sollen einige Beispiele kurz be-
sprochen werden. Die abgewogene Lebensmittelprobe wurde in ca. 25 ml Wasser
aufgenommen, wenn nétig mit Lauge neutralisiert (pH = 7,0), anschlieffend nach
Carrez geklirt und mit Methanol im Meflkolben auf 50 ml aufgefiillt. Aliquote
Teile der filtrierten Losung wurden am Rotationsverdampfer zur Trockne ver-
dampft und dann nach Vorschrift weiter verarbeitet wie im Abschnitt «Metho-

dik» beschrieben.

Haselnufikerne (Abb. 7)

Im wisserigen gekldrten Auszug von Haselnuflkernen findet sich vorwiegend
Saccharose neben Spuren von Fructose und Glucose.
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Abb. 7. GC der Zucker aus Haselnul3- Abb. 8. Zuckerspektrum eines Waldhonigs.
kernen. Temperaturprogramm: 130°C + 6%/Min. — 275°C.
Temperaturprogramm : 130°C + 6%Min.

— 275°C.

Waldhonig (Abb. 8)

Im GC eines Waldhonigs (Honigtauhonig) fanden wir neben den fiir Honig
charakteristischen Hauptzuckerarten Fructose und Glucose eine Spur Saccharose,
ferner die Disaccharide Trehalose und Maltose sowie einen starken Peak des Trisac-
charids Melezitose. Daneben erkennt man im GC noch einige sehr schwache
Peaks, die von Spuren anderer Di- und Trisaccharide herriihren.

Schokolade fiir Diabetiker (Abb. 9)

Diese Schokolade enthilt laut Deklaration auf der Etikette Kakaomasse,
Kakaobutter, d-Sorbit, Vollmilchpulver, Haselnufimasse, Vanillin, Lecithin und
Saccharin. Im GC erkennen wir den stark ausgepriagten Peak des Sorbits (34%0),
einen deutlichen Lactose-Peak, vom Milchpulver stammend, und einen schwa-
chen Peak der Saccharose. Letztere diirfte von der Haselnufimasse herriihren.
Vor der Saccharose befindet sich ein nicht identifizierter schwacher Peak.

Friihstiicksgetrdnk (Abb. 10)

Pulverformige oder kornige Trockenpriparate zur Herstellung von Friih-
stiicksgetranken sind meistens ziemlich kompliziert zusammengesetzt. Das von
uns untersuchte Priparat enthielt laut Deklaration: Glykose, Malzextrakt, Rohr-
zucker, Kakao, entrahmte Milch und Mineralsalze.

Im GC finden wir alle zu erwartenden Zuckerarten. Mengenmaflig tiberwiegt
die Saccharose. Unter den Monosacchariden finden wir wenig Fructose (aus
dem Malzextrakt), ziemlich viel Glucose (aus Glucose und Malzextrakt stam-
mend). Bei den Disacchariden finden sich wie zu erwarten Lactose (aus Mager-
milch) und Maltose (aus Malzextrakt). Vor der Saccharose befindet sich ein
gut ausgebildeter nicht identifizierter Peak.
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Abh. 9. Diabetiker-Schokolade Abb. 10. Friithstiicksgeiridnk
Orangenkonzentrat

Wie bereits frither erwahnt, konnen Fruchtsiuren und andere saure Ver-
bindungen wie Gluconsiure, Glucuronsiure die Zuckerbestimmung ganz erheb-
lich stéren, wenn die sauren Verbindungen im Verhaltnis zum Zucker in be-
trichtlichen Mengen vorkommen. Dies ist im Orangenkonzentrat der Fall.

Die Abbildung 11a zeigt das GC der Oxim-silylverbindungen eines Orangen-
konzentrates ohne vorherige Entfernung der Sduren. Neben den 3 Zucker-Peaks
(Fructose, Glucose und Saccharose) sind mehrere storende Nebenpeaks erkenn-
bar. Ob unter einem Zucker-Peak ein Peak einer Siure versteckt ist, kann nicht
erkannt werden. Abbildung 11b zeigt das entsprechende GC der reinen Zucker.
Zunichst wurde das Orangenkonzentrat zur vollstindigen Entfernung der Siu-
ren mit lonenaustauschern (Lewatit) behandelt. Erst anschliefend wurden die
Zucker-oxim-silylither hergestellt und gaschromatographisch getrennt. Im GC
erscheinen nur die 3 Peaks der Fructose, Glucose und der Saccharose.

Abbildung 11c zeigt das GC der vom Ionenaustauscher eluierten Sduren, wel-
che in ihre Silylester iibergefiihrt wurden. Das Orangenkonzentrat enthielt haupt-
sichlich Apfelsiure, Weinsaure und Zitronensaure. Der Peak der Zitronensdure
zeigt die gleiche Retentionszeit wie die Fructose. Ohne vorherige Entfernung der
Sduren wiirde man einen unrichtigen, zu hohen Wert fiir die Fructose finden.

Teilweise vergorener Traubenmost

Im GC der Oxim-silylderivate des Traubenmostes (ohne Entfernen der Siu-
ren) erscheinen neben den Peaks der Fructose und Glucose mehrere Peaks von
Sduren und anderen Verunreinigungen. Die Fructose- und Glucose-Peaks er-
scheinen etwas verbreitert, was darauf hindeutet, dafl unter den Zucker-Peaks
noch andere Peaks versteckt sind (siche Abb. 12a). Bei der Oximbildung
gehen verschiedene organische Siuren verloren oder sie werden chemisch ver-
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Abb. 11. Gaschromatogramme von
Orangenkonzentrat

1la Gesamter wasserloslicher Anteil mit
Hydroxylamin und MSHFBA be-
handelt.

11b Oxim-silylderivate der Neutralstof-
fe (wasserloslicher Anteil nach Be-
handlung mit Kationen- und An-
ionenaustauscher).

1le Vom Anionenaustauscher eluierte
Séduren als Silylester.

110

Abb.12a

Fructose
Glucose

| Wy o ]

Abb.12b

Fructose
Glucose

(ke G

| ( Abb. 12¢

Apfelsdure
Weinsaure

-+ Glucuronsaure

itronensaure?

-;

Glucon

U

o

1
10 20 Minuten

Abb. 12. Gaschromatogramme von
Traubenmost

12a Mit Carrez geklarter Most mit Hy-
droxylamin und MSHFBA behan-
delt.

12b Oxim-silylderivate der Neutralstof-
fe (nach Behandlung des geklirten
Mostes mit Kationen und Anionen-
austauscher).

12¢ Vom Anionenaustauscher eluierte
S#Huren als Silylester.



indert. Aus diesem Grund lassen sich die verschiedenen Nebenpeaks im GC
nicht einwandfrei identifizieren.

Nach der vollstindigen Entfernung der Sduren mittels Ionenaustauschern
erscheinen im GC (Abb. 12b) nur noch 2 saubere Peaks von Fructose und
Glucose. In Abbildung 12a war der Fructosepeak hoher als derjenige der Glucose.
Nach dem Entfernen der Sduren ist das Verhiltnis umgekehrt, womit bewiesen
ist, dafl in Abbildung 12a unter dem Peak der Fructose ein anderer Peak ver-
steckt war (vermutlich Zitronensiure). Unter dem Peak der Fructose konnten
auch die Zuckeralkohole Mannit und Sorbit versteckt sein, da sich die Silylderi-
vate dieser 3 Verbindungen auf unserer Sdule nicht trennen lassen. In Trauben-
most ist weder Mannit noch Sorbit zu erwarten. In Obstsiften dagegen kommt
Sorbit regelmiflig vor. Zur Bestimmung desselben miifften in einem Teil des
Saftes die Zucker mit Hefe vergoren werden. Im vergorenen Saft wire der Sorbit
als Silylather nachweisbar.

Abbildung 12c¢ zeigt das GC der Silylderivate der vom Ionenaustauscher
eluierten Sduren des Traubenmostes. Sicher identifiziert wurden die groflen Peaks
der Apfelsiure und Weinsdure. Bei 2 kleineren Peaks stimmen die Retentions-
zeiten fir Zitronensiure, fiir Gluconsiure und Glucuronsiure. Ein grofler Peak
vor der Apfelsiure konnte vorliufig nicht identifiziert werden. Moglicherweise
handelt es sich um ein Girungszwischenprodukt.

Methodik

Prinzip

Die Zuckerlosung wird in einem Rohrchen am Rotationsverdampfer unter
Zusatz von Isopropanol zur Trockne verdampft. Die Zucker werden in Metha-
nol gelost, mit Hydroxylamin-hydrochlorid und Natriumacetat im verschlossenen
Gefifl in die Oxime Ubergefiithrt. Ein aliquoter Teil der Oximlosung wird zur
Trockne verdampft und in Pyridin geldst. Eine bekannte Menge Octadecan wird
als innerer Standard zugegeben und anschliefend mit MSHFBA und TMCS in
cinem mit Gummiseptum verschlossenen Gefaf silyliert. Die Zucker-oxim-silyl-
derivate werden in den Gaschromatographen eingespritzt und getrennt.

Gerdte

Reaktionsréhrchen fiir die Derivatisierung in den Lingen 90 mm und 60 mm;
Durchmesser 9 mm, mit Septum und passender Kunststoff-Verschraubung (siche
Abb. 13). Hersteller-Firma: Serva Feinbiochemica, Heidelberg. Schweizer-Ver-
tretung: Chemie Brunschwig AG, Basel.
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Abb. 13. Reaktionsrohrchen fiir die Derivatisierung. Diese R6hrchen eignen sich besonders zur Sily-
lierung, Veresterung und Acetylierung, also zur Umsetzung von Substanzen unter Luft- und Feuch-
tigkeitsausschlub.

Das Septum kann von der Nadel der Mikrospritze durchstochen werden, so dafy eine Oeffnung der Ver-
schlulbkappe vermieden wird. Ferner konnen die zu analysierenden Substanzen in dem Reaktions-
rohrchen konzentriert werden, indem man das Septum entfernt und das Réhrchen iiber ein Ueber-
gangsstiick an den Rotationsverdampfer anschlief3t.

Reagenzien
Zucker-Modellmischung

Von nachstehenden Zuckerarten werden die angegebenen Mengen eingewogen,
so dafl die Mischung je 1,000 g Trockensubstanz von jedem Zucker enthilt. In
einem 100-ml-Meflkolben werden die Zucker zunachst in 50 ml Wasser geldst
und dann bei 20°C mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt. Die Einwaagen be-
tragen:

Fructose = 1,000 g, Glucose = 1,000 g, Saccharose = 1,000 g, Lactosehydrat =
1,0526 g, Maltosehydrat = 1,0526 g, Raffinosepentahydrat = 1,1784 g, Melezitose-
hydrat = 1,0714 g. 1 ml dieser Losung enthilt je 10,00 mg von jeder Zuckerart.

Pyridin, rein iber KOH aufbewahrt.

Octadecan 1°/v als innerer Standard

50,0 mg Octadecan in Pyridin I6sen und im Mefkolben auf 50 ml verdiinnen.
1 ml enthdlt 10 mg Octadecan.
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Methanol, rein wasserfrei.

N-Methyl-N-trimethylsilyl-beptafluor-butyramid (MSHFBA)

Bezugsquelle: Hans Mohler & Co., Laborbedarf, Basel. Die Herstellerfirma
macht folgende Angaben zum konfektionierten Priparat:

Um dem Verbraucher eine zweckmiflige Verpackungsform zu bieten, haben wir uns
fiir den Bordelkappenverschlufl mit teflon-beschichteter Gummischeibe (Septum) ent-
schieden. Bitte bewahren Sie die Priparate méglichst im Kiihlschrank bei -+ 4°C auf
und beachten Sie, daff durchstochene Septa nicht mehr absolut dicht sind. In diesem
Falle raten wir, den Ampulleninhalt schnellstmoglich aufzubrauchen oder aber zumin-
dest die Ampullen stehend aufzubewahren. Nach Durchstich der Teflonbeschichtung
kommt bei liegender Aufbewahrungsweise der Ampulleninhalt mit dem Gummimaterial
in Kontakt und verunreinigt den Inhalt bis zur Unbrauchbarkeit.

Trimethylchlorsilan (TMCS)

Isopropanol

Hydroxylamin-hydrochlorid z. A.

Natriumacetat, wasserfrei z. A.

Natriumsulfat, wasserfrei z. A. frisch gegliiht bei 500°C

Ausfiibrung der Bestimmung
Eindampfen der Zuckerlosung

— 0,50 ml Zuckerlosung am Rotationsverdampfer unter Vakuum auf dem Was-
serbad bis zur Sirupkonsistenz eindampfen.

— vorsichtig Isopropanol zugeben (ca. 0,5 ml) bis Losung triilb wird und am Ro-
tationsverdampfer unter Vakuum bei 70°C trocknen.

Herstellen der Oxime

— wasserfreies Zuckergemisch im 8,5 cm langen Rohrchen mit 2 ml Methanol
versetzen und mischen

— 0,05 g Hydroxylamin-hydrochlorid zur Analyse

— 0,06 g Natriumacetat wasserfrei zur Analyse

— 0,2 g Natriumsulfat wasserfrei zur Analyse zusetzen, Rohrchen mit Septum
verschliefen

— wihrend einer Std. in Trockenschrank auf 80°C erhitzen

— abkiihlen, Unl6sliches abzentrifugieren.

Silylierung

— Von der klaren iiberstehenden Losung 1,00 ml in ein sauberes 6 cm langes
Reaktionsrohrchen abpipettieren.

— Am Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockne verdampfen.

— Zum wasserfreien Zucker-oximgemisch im Reaktionsrohrchen zusetzen:
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— 0,30 ml Octadecanldsung® (enthilt 3 mg Octadecan als inneren Standard)
— 0,40 ml MSHFBA

— 3 Tropfen TMCS

— Rohrchen sofort mit Septum verschlieflen

— withrend 1 Std. im Trockenschrank bei 80°C erwédrmen

— abkiihlen und zentrifugieren.

Gaschromatographische Trennung

Zur Entnahme der Probe wird mit der Injektionsnadel durch das Septum ge-
stochen. Das silylierte Reaktionsgemisch ist bei Ausschlufl von Feuchtigkeit 8 Tage
unverandert haltbar.

Gaschromatographische Bedingungen

Stahlsiule 2,5 m X 1/§” Durchmesser

Saulenfiillung 5% OV-17 auf Varaport-30, 80/100 mesh, Einspritzmenge 2 p.l
Tragergas N2 == 25 ml/min.

Flammenionisationsdetektor (FID)

Empfindlichkeit 32.1071° Amp.

Temperaturprogramm siehe Abbildung 7 (Sdulenendtemperatur 300°C)
Injektor- und Detektor-Temperatur 310°C.

Hinweis aunf eine vereinfachte Arbeitstechnik

Bei einer weiteren Bearbeitung der Methode ist es gelungen, die Technik noch we-
sentlich zu vereinfachen. Die Oxime werden in Pyridinlosung hergestellt und konnen
anschliefend im gleichen Reaktionsrohrchen direkt silyliert werden. Als innerer Stan-
dard hat sich Phenyl-B-D-glucopyranosid bewahrt.

Zusammenfassung

1. Es wird eine neue Methode zur gaschromatographischen Trennung und quantita-
tiven Bestimmung der verschiedenen Zuckerarten beschrieben, bei welcher jeder
Zucker auf dem Gaschromatogramm nur einen Peak bildet. Durch eine Behandlung
mit Hydroxylamin entstehen aus den reduzierenden Zuckern zunichst die entsprechen-
den Oxime. Anschlieflend wird silyliert und das Gemisch in den Gaschromatographen
eingespritzt.

2. Eine Modellmischung, bestehend aus Fructose, Glucose, Saccharose, Lactose, Maltose,
Raffinose und Melezitose, wurde sauber getrennt. Es entstehen keine stérenden
Nebenpeaks; auch Fructose gibt nur einen sauberen Peak.

3. Als inneren Standard fiir die quantitativen Bestimmungen verwendeten wir Octa-
decan. '

* Wir benutzten den Pipetman der Fa. Gilson. Es handelt sich um eine einstellbare

Digital-Mikroliter-Pipette. 0 bis 1 ml. Bezugsquelle: Lightning-Instrumentation,
CH-1012 Lausanne.
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. An Modellversuchen wurde die Zuverldssigkeit der Methode gepriift. Die Mittel-
werte, die Standardabweichung und der Streubereich wurden fiir die 7 Zucker-
arten berechnet.

. Das Verhalten von 17 verschiedenen Zuckerarten und einiger Zuckeralkohole wurde
gepriift. Verschiedene Zuckerarten lassen sich auf der von uns benutzten OV-17-
Saule nicht trennen.

. Die gaschromatographische Zuckerbestimmung wurde auf verschiedene Lebensmittel
angewendet und die entsprechenden Gaschromatogramme werden abgebildet. Bei
Traubenmost und Orangenkonzentrat haben wir die storenden Sduren vor der Zuk-
kerbestimmung durch Ionenaustauscher entfernt.

Résumeé

. Il est décrit une nouvelle méthode de séparation et de dosage des divers sucres par
chromatographie en phase gazeuse. On n’obtient avec cette méthode qu'un seul peak
pour chaque sorte de sucre. Les sucres réducteurs sont d’abord transformés en oximes
par réaction avec I’hydroxylamine, puis silylés et 'on injecte la solution dans le
chromatographe.

. On a obtenu une séparation nette des sucres d’une sulution modele de fructose,
glucose, saccharose, lactose, maltose, raffinose et mélécitose. Il n’est apparu aucun peak
étranger génant. Méme le fructose ne donne qu’un seul peak net.

. L’octadécane sert de standard interne dans les dosages quantitatifs.

. La précision de la méthode a été vérifiée. On a calculé les moyennes arithmétiques,
la déviation standard et la variabilité pour les sortes de sucres susmentionnées.

. On a contrdlé le comportement de 17 sortes de sucres et de quelques hexols. Certains
sucres ne sont pas séparés par le colonne OV 17 utilisée.

. On a effectué le dosage par chromatographie en phase gazeuse des sucres de diverses
denrées alimentaires. Les chromatogrammes correspondants sont reproduits. Pour le
moit de raisin et le concentré d’orange on a éliminé les acides génants, avant le
dosage des sucres, par échangeurs d’ions.
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