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Capillary electrophoresis is a versatile analytical technique for the determination of a very 

widespread range of compounds. Many applications for the separation of different pharmaceuticals, 

ions, herbicides and biomolecules such as DNA, proteins and peptides have been published over the 

last decade. A comparatively new field is the separation and determination of carbohydrates by 

capillary electrophoresis, especially the assignment of absolute configuration. These methods will 

also gain importance in the field of pharmaceutical carbohydrate analysis. In this review a short 

overview ofthe different methods and separation procedures is given and some applications for the 

separation of sugar enantiomers are described in more detail. 

(Keywords: capillary electrophoresis 0/ carbohydrales. sugar enantiomers. capillary zone 

electrophoresis) 

Einleitung 

Neben den Proteinen, den Nukleinsäuren und den Fetten stellt die Gruppe der Kohlenhydrate eine 

weitere wichtige Klasse von Biomolekülen dar. Die Struktur der verschiedenen Kohlenhydrate ist, 

bedingt durch ihre Polyfunktionalität, äußerst komplex. Dies wird im Vergleich mit dem 

Aminosäuremuster von Proteinen besonders deutlich. Während aus zwei neutralen L-Aminosäuren 

'Herrn cm. Univ.-Prof. Dr. W. Fleischhacker mit den besten Wünschen zum 70. Geburtstag 

gewidmet. 
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nur ein Dipeptid gebildet wird, können z. B. zwei Moleküle D-Glucose auf 1I unterschiedliche 

Arten miteinander verknüpft sein. Bei Kombination von zwei unterschiedlichen Hexosen können, 

ohne Berücksichtigung der Konfiguration an den anomeren Zentren, 16 verschiedene Disaccharide 

entstehen, bei drei verschiedenen Hexosen ergeben sich schon 81 verschiedene Varianten von 

Trisacchariden, bei verschiedenen Anomerenformen der beteiligten Zucker erhöht sich diese Zahl 

auf mehr als 700 Isomere'. Bei Berücksichtigung der jeweils zwei Enantiomere (0 und L) 

existieren insgesamt alleine 16 unterschiedliche Aldohexosen, diese können zu einer unüber­

schaubaren Menge an Oligosacchariden verknüpft sein. Neben ihrer strukturellen Vielfalt stellen 

Zucker außerdem die Gruppe von Biomolekülen dar, die den Hauptteil der Biomasse bilden2 

Zur Analytik dieser komplexen Verbindungen werden verschiedene instrumentelle Verfahren an­

gewendet. Neben unterschiedlichen HPLC-Methoden wurden vor allem GC-Methoden etabliert. 

Verwendet werden zur gaschromatographischen Bestimmung die verschiedensten Derivatisierungs­

verfahren3
. Diese führen zu peracetylierten Alditolen, methylierten Verbindungen, Trifluoracetaten 

und zu verschiedene Trimethylsilyloximen4
• HPLC-Methoden zur Trennung underivatisierter 

Zucker sind bekannt, jedoch ist die Trennung von Zuckerenantiomeren mittels fester oder flüssiger 

chiraler Phasen ohne vorhergehende Derivatisierung bisher nicht gelungen. In den meisten Fällen 

werden die Analyte aber auch bei den HPLC-Trennungen derivatisiert5
,6 Verschiedene Verfahren 

wurden entwickelt, so z. B. GC-Methoden zur Trennung der Trifluoracetatderivate von König et 

a1.7
, die eine Enantiomeren-Trennung an chiralen Phasen ermöglichen. Anwendungen zur Trennung 

von enantiomeren Zuckern nach Umsetzung zu Diastereomeren sind ebenfalls bekannt. Die in der 

Literatur beschriebenen GC- bzw. HPLC-Verfahren zur Enantiomerentrennung haben oft den 

Nachteil, daß nach Derivatisierung zwei Diastereomere pro Zucker-Enantiomer entstehen. Die bei­

den Diastereomere entstehen z. B. durch Derivatisierungsreaktionen am anomeren Zentrums oder 

durch Verwendung chiraler Oxime9
, die zu E-/Z-Isomeren führen. Eine Technik, die im letzten 

Jahrzehnt in der Analytik dieser Verbindungsklasse immer mehr an Bedeutung gewonnen hat, ist 

die Kapillarelektrophorese. Sie stellt für diese sehr hydrophilen Analyte ein breites Spektrum an 

Methoden zur Verfügung. 

Methoden zur kapillarelektrophoretischen Bestimmung von Zuckern 

Als Verfahren zur kapillarelektrophoretischen Bestimmung von Kohlenhydraten oder Zuckern 

werden vor allem Kapillarzonenelektrophorese (CZE) und Micellare-elektrokinetische 

Chromatographie (MEKC) verwendet. Diese Verfahren ermöglichen auch die Bestimmung der 
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Zuckerenantiomere. Zur Größenbestimmung von Oligosacchariden und zur Identifikation von 

Glykosylierungsstrukturen werden zusätzlich kapillargelelektrophoretische Verfahren eingesetzt. 

Hierbei können sowohl underivatisierte Strukturen analysiert werden, als auch eme 

Derivatisierungsreaktion der Trennung vorangestellt werden. In der Literatur ist in mehreren 

Übersichtsartikeln 1o
•
II

, 12 eine Vielzahl von Methoden beschrieben, auf die wichtigsten soll hier 

eingegangen werden. 

Kapillarelektrophoretische Verfahren in stark alkalischen Medien 

Kohlenhydrate sind als vicinale Alkohole sehr schwache Säuren mit pKa-Werten zwischen 12 und 

13 . Damit sind sie unter den üblichen Trennbedingungen nicht ionisiert und zeigen dementspre­

chend im elektrischen Feld keine Eigenrnobilität. Erst bei pH-Werten oberhalb von 12 kommt es 

zur Dissoziation der Hydroxylgruppen und zur Entstehung negativ geladener Spezies. Um diese 

Trennbedingungen zu generieren, wurden entsprechende Versuche in 10 mM Natronlauge durchge­

fuhrt, jedoch liegt ein Problem diese Verfahrens in der Detektion. Für die Verwendung von starken 

Alkalien als Puffer wurden verschiedene Verfahren zur elektrochemischen Detektion beschrieben 13
, 

unter anderem auch die Verwendung eines PAD I4 (Puls-amperometrischer-Detektor), jedoch sind 

die entsprechenden Detektoren fur die Kapillarelektrophorese nicht käuflich zu erwerben. 
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Abb. I: Gleichgewichtszusammensetzung der D-Ribose in wäßriger Lösung bei 40° C nach 15 

Kohlenhydrat-Metall-Komplexe 

Verschiedene zwei- und dreiwertige Metallkationen bilden mit mehrwertigen Alkoholen positiv 
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geladene Komplexe, deren Stabilität von der Konfiguration der beteiligten Hydroxylgruppen ab­

hängt. So fuhrt der Zusatz von verschiedenen Metall-Ionen zu wäßrigen Zuckerlösungen zu positiv 

geladenen Metall-Aldose-KomplexenI6
. Auch diese Komplexe lassen sich kapillarelektrophoretisch 

trennen, bei Verwendung von z. B. Erdalkaliionen l7 als Pufferkomponente können die 

entsprechenden positiv-geladenen Derivate nachgewiesen werden. 

Bestimmung von Kohlenhydraten nach Komplexierun g mit Borationen 

Eine andere Möglichkeit, zu geladenen Zuckern zu gelangen, ist die Komplexierung mit 

Borationenl8 (Abb. 2) . Zucker bilden als vicinale Diole mit Borationen negativ geladene Komplexe. 

Aufgrund der sterischen Anordnung der verschiedenen Hydroxyl-Gruppen kommt es zu unterschie­

dlichen Komplexen, welche sich auch in ihrer Stabilität unterscheiden. 

o 

~ .. "OH 

HO~ + 
+2Hp 

HO 

Abb. 2: Hypothetischer Borat-Komplex der D-Erythrose 

Somit entstehen, je nach Konfonnation der entsprechenden Zucker, unterschiedliche 

Bruttoladungen der Analyte die eine elektrophoretische Trennung 19 möglich machen. 

Hofstetter-Kuhn et al. 20 erreichten mit Hilfe dieser Methode elektrophoretische Trennungen 

underivatisierter Zucker in einem Borat-Puffer. Da die Boratkomplexierung jedoch durch die 

Vielzahl der vorliegenden Fonnen nicht einheitlich ist, resultieren breite Signale für die Analyte. 

Dies ist auch auf die verschiedenen, vorliegenden zyklischen Halbacetale zurückzuführen (s . Abb. 

I). Eine Verbesserung der Peaksymmetrie konnte durch eine Temperaturerhöhung erreicht werden, 

dies erhöht zusätzlich die Empfindlichkeit der Messung, da dann die offenkettige Carbonylform in 

höheren Konzentrationen im Gemisch vorliegt. Für nichtreduzierende Zucker21 wurde ellle 

verbesserte Peakforrn bei niedrigeren Temperaturen publiziert. Unter diesen Bedingungen sind 

kapillarelektrophoretische Kohlenhydrat-Bestimmungen in Wein, Honig und Fruchtsäften 

beschrieben worden21 Allerdings gelang auch hier nicht die Trennung von Zucker-Enantiomeren. 
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Auf der unterschiedlichen Dissoziation der Kohlenhydrate in stark basischen Lösungen beruhen 

verschiedene Methoden der indirekten Detektion. Eine der ersten Veröffentlichungen23 dieser 

Methodik beschreibt z. B. die Trennung von drei Zuckern unter VelWendung von Cumarin 343 als 

fluoreszierenden Hintergrundelektrolyten und indirekter LIF-Detektion. Eine andere Möglichkeit 

der indirekten Detektion ist die Bestimmung der underivatisierten Zucker im UV -Bereich24 . Dabei 

wird die Verdrängung eines dem Puffer zugesetzten, stark UV -aktiven Hintergrundelektrolyten ( z. 

B. Sorbinsäure25.26 oder Tryptophan27
) durch den Analyten gemessen und die negativen Signale 

ausgewertet. Die Kombination von Boratkomplexierung mit indirekter UV28 -Detektion zeigte 

wesentlich verbesserte Nachweisgrenzen und eine im allgemeinen deutlich symmetrischere Peak­

form. Im Gegensatz zu den neutralen Sacchariden sind die negativ geladenen Zuckersäuren schon 

bei sauren pH-Werten dissoziiert, bei niedrigerem pH-Wert bestimmbar und mittels indirekter UV­

Detektion29 nachweisbar. Auch die Kombination von elektrochemischer Detektion mit vorangehen­

der Trennung der Zucker in einem Boratpuffer ist beschrieben3o, hierbei wird vor der Detektion der 

Boratpuffer mit 0.4 M Natronlauge versetzt, damit die elektrochemische Reaktion ablaufen kann. 

Die Nachweisgrenzen dieses Systems sind schlechter als bei der VelWendung von Natronlauge als 

Puffer, durch die Boratkomplexierung erhöht sich jedoch die Trennleistung im Vergleich zu diesen 

Systemen. 

Eine weitere Möglichkeit der Detektion, die Verwendung eines R. I. (Brechungsindex)-Detektors, 

wurde von Bruno et al.31 für die Kapillarelektrophorese adaptiert. 

Kapillarelektrophoretische Bestimmung von Kohlenhydraten nach 

Derivatisierung 

Zur weiteren Verbesserung der Trenneffizienz und der Nachweisgrenzen wurden Verfahren zur 

Derivatisierung von Kohlenhydraten an die Bedingungen der Kapillarelektrophorese adaptiert bzw. 

neu entwickelt. Hierbei wurden für kapillarelektrophoretische Verfahren die folgenden Reaktionen 

zur Derivatisierung genutzt:32 

I . Bildung von Schiffschen Basen und anschließende Reduktion - Reduktive Aminierung arn 

Carbonylkohlenstoff33 

2. Umsetzung mit Ammoniumsalzen zu den l-Amino-l-desoxyalditolen34 und anschließende 

Derivatisierung der Aminfunktion, z. B. mit 3-(4-Carboxybenzoyl)-2-quinolincarboxy­

aldehyd (CBQCA)35 oder 5-Carboxytetramethylrhodaminsuccinimidylester (TRSE36
) . 
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3. Derivatisierung durch Kondensation saurer Kohlenhydrate mit Aminen37 

4. Derivatisierung von freien Aminfunktionen38 

S. Bildung von I-Phenyl-3-methyl-S-pyrazolon (PMP) Derivaten39 

6. Derivatisierung mit Hydrazinen zu den entsprechenden Hydrazonen4o 

Die Derivatisierung der Kohlenhydrate verbessert im allgemeinen nicht nur die Nachweisgrenzen 

durch die höhere molare Extinktion der Derivate, sondern führt auch meist zu schärferen Signalen, 

da durch die Derivatisierungsreaktion ein einheitliches Produkt entsteht und Isomere nicht mehr 

vorliegen. Neben der Derivatisierung mit UV-aktiven Gruppen werden vermehrt Fluorophore als 

Reagenzien eingesetzt. Dies erhöht die Nachweisempfindlichkeit nochmals. Die erste zur Analytik 

genutzte reduktive Aminierung von Aldosen wurde mit 2-Aminopyridin (2-AP) durchgeftihrt41
. 

Dieses Reagenz wurde sowohl zur pre-column Derivatisierung vor einer HPLC-Trennung42 

verwendet als auch zur elektrophoretischen Auftrennung43 von Kohlenhydraten. Die Detektion der 

Derivate erfolgte mittels Fluoreszenz. Dieses Verfahren wurde von Honda et al.44 1989 für die 

Kapillarelektrophorese unter Verwendung eines Boratpuffers adaptiert, dabei konnte mit UV­

Detektion bei 240 nm eine Nachweisgrenze von wenigen Picomol erreicht werden. Nach Bildung 

des sekundären Amines durch die reduktive Aminierung ist auch die Bestimmung bei sauren pH­

Werten ~öglich. So wurden verschiedene Maltoseoligomere45 nach Derivatisierung mit 2-AP in 

einem saurem Phosphatpuffer aufgetrennt 

Andere häufig verwendete Regenzien sind Derivate der Aminobenzoesäure, so z. B. 2 Amino­

benzoesäure46
, 4-Aminobenzoesäure47

, 4-AminobenzonitriI48
, und 4-Aminobenzoesäureethylester49 

Die Detektion von Ketosen ist nach der Reaktion mit den 4-Aminobenzoesäurederivaten möglich, 

jedoch findet in diesem Fall keine quantitative Umsetzung statt. Alle diese angegebenen Methoden 

nach der Umsetzungen mit Aminobenzoesäurederivaten beziehen sich auf 

kapillarzonenelektrophoretische Verfahren. Bei der Verwendung von 4-Aminobenzonitril besteht 

ebenfalls die Möglichkeit, Kohlenhydrate in einem Tris-Phosphat-Puffer unter Zusatz von SDS zu 

trennen. Als Trennmethode wird hier die MEKC50 verwendet. Ebenfalls auf der reduktiven 

Aminierung basiert die Umsetzung von reduzierenden Sacchariden mit Aminonaphthylsulfonsäure­

derivaten. Diese Verbindungsklasse zeigt native Fluoreszenz und wird deshalb sowohl als UV­

Chromophor als auch als Fluorophor verwendet. Das am häufigsten eingesetzte Derivat ist ANTS 

(8-Aminonaphthalin-1 ,3,6-trisulfonsäure) mit einem Excitationsmaximum bei 223 nm. Da ftir dit:se 

Wellenlänge keine LIF-Detektoren zur Verfügung stehen. wird ein zweites Maximum bei 360 11m 
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verwendet und zur Anregung ein He/Cd-Laser51 benützt. Die entstehende Emission wird bei 520 nm 

gemessen, jedoch ist die Empfindlichkeit nur um eine Zehnerpotenz besser als bei der Messung der 

UV-Absorption bei 223 nm5
'. Sie beträgt fUr die Fluoreszenzdetektion 5xlO'8 M, dies entspricht 

einer Massenempfmdlichkeit von ca. 400 amo!. Die Nachweisgrenze kann weiter gesenkt werden, 

wenn anstatt des He/Cd-Lasers ein frequenzverdoppelter Argon-lonen-Laser eingesetzt wird. In 

diesem Fall kann ein Detektionslimit von 10'9 M erreicht werden52
. Es wurden diverse 

Applikationen unter Verwendung von ANTS publiziert, eine Übersicht hierzu gibt unter anderem 

der Artikel von Paulus und Klockow52
. Bei Verwendung von 7-Aminonaphthalin-I,3-disulfonsäure 

(ANDS) als Derivatisierungseagens konnten die erreichten Nachweisgrenzen nicht weiter 

verbessert werden. Es lassen sich Massenempfmdlichkeiten von bis zu 80 fmol erreichenD Ein 

weiteres Sulfonsäurederivat, Aminopyren-l ,4,6-trisulfonsäure (APTS), wurde 199554 eingefUhrt. 

Hier liegt die Anregungswellenlänge bei 455 nm, so daß ein unmodifizierter Argon-lonen-Laser 

benutzt werden kann. Die erreichbaren Nachweisgrenzen wurden in den entsprechenden 

Publikationen nicht genannt, sie sollten jedoch in ähnlichen Bereichen liegen wie fUr die ANTS­

Derivate. Bei der Verwendung dieses Derivates in Kombination mit einem Boratpuffersystem zeigt 

sich ein prinzipielles Problem. Da die entstehenden Derivate durch die Sulfonsäuregruppen des 

Reagenzes schon negativ geladen sind, wird die Boratkomplexierung behindert, dies fUhrt zu 

schlechteren Trennergebnissen bei der Verwendung dieses Puffersystems. 

Von EI Rassi et al. l
? wurde ein Verfahren publiziert, welches Sulfanilsäure als Reagenz verwendet. 

Hierbei handelt es sich nicht um eine reduktive Aminierung, sondern die Carboxylgruppe negativ 

geladener Zuckersäurederivate wird mit der Aminfunktion des Reagenzes umgesetzt. Die entste­

henden Derivate sind durch die vorhandene Sulfonsäuregruppe stark sauer und können deshalb bei 

niedrigen pH-Werten getrennt werden. 

Die durch Kondensation von zwei Molekülen PMP mit einem Molekül eines reduzierenden Zuckers 

entstehenden Bis-PMP-Derivate zeigen keine native Fluoreszenz und können dementsprechend nur 

mittels UV -Absorption detektiert werden. Die Derivate sind durch die Dissoziation der Phenol­

gruppe ebenfalls bei basischem pH-Wert negativ geladen, jedoch kann in einem Boratpuffer eine 

vollständige Trennung sowohl der Aldopentosen als auch der Aldohexosen in je einem Lauf55 

durchgeführt werden. Auch die Trennung dieser Derivate nach Komplexierung mit Erdalkaliionen 

ist, ebenso wie eine MEKC Methode'6, publiziert. 

Die besten Nachweisgrenzen werden nach der Derivatisierung mit TRSE erreicht. Die 
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Massensensitivität erreicht dabei Bereiche zwischen zepto und yocto Mol57 So können noch 8x 10' 

23 mol des Zuckerderivates unter Verwendung eines HelNe-Lasers nachgewiesen werden58
. 

Neu eingeführt wurde in den letzten beiden JahrenS9 unter anderem die Bestimmung von Zuckern 

durch die direkte UV-Bestimmung nach Komplexierung mit Kupfer-(ll)-Ionen6o, die Verwendung 

von 2-Aminobenzamid als neutralem Derivatisierungsreagenz61 sowie die Verwendung von 

Bioelektroden, die verschiedene Enzyme beinhalten, zur elektrochemischen Detektion62
. Von 

besonderem pharmazeutischen Interesse sind sicherlich die Arbeiten zur Analytik von 

Glykosylierungsmustern pharmazeutisch relevanter, rekombinant hergestellter Proteine, wie z. B. 

Erythropoietin63 oder die von Wätzig et al. durchgeführte Qualitätskontrolle von 

Pentosanpolysulfaten64 mittels CZE. Eine Anwendung von klinischer Bedeutung ist der Einsatz 

eines CZE-Verfahrens zur Bestimmung von reduzierenden Zuckern im Urin nach Derivatisierung 

mit APTS6s
. Diese kann im Sinne eines postnatalen Screenings zur Detektion einer Galactose­

Intoleranz verwendet werden. 

Enantiomerenanalytik von Kohlenhydraten 

Trotz der Vielzahl von publizierten kapillarelektrophoretischen Methoden zur Bestimmung von 

Kohlenhydraten sind nur wenige Verfahren bekannt, welche eine Enantiomerenanalytik beinhalten. 

Bei diesen Methoden wurden zwei unterschiedliche Wege beschritten, einerseits die Derivatisierung 

mit einem achiralen Reagenz und die anschließende Trennung mit Hilfe eines chiralen Selektors, 

andererseits die Umsetzung mit einem chiralen Reagenz und die Trennung der entstehenden Diaste­

reomere in einem achiralen Puffersystem. Keine der bisher entwickelten Methoden ermöglicht je­

doch die Trennung underivatisierter Zuckerenantiomere. 

Stefansson und Novotnl6 gelang als Ersten die kapillarelektrophoretische Trennung von Mono­

saccharid-Enantiomeren nach Derivatisierung mit unterschiedlichen aromatischen Aminen (s. Abb. 

3) und unter Zusatz von verschiedenen Cyclodextrinen als chiralen Additiven. Als Hintergrund­

elektrolyten verwendeten sie neben Boratpuffer - mit pH-Werten zwischen 7.4 und 10.2 -

Phosphat- und Ammoniumacetatpuffer, wobei in dem Phosphatpuffer noch eine teilweise Trennung 

der Aldoseenantiomere, in dem Ammoniumacetatpuffer jedoch keine Enantiomerentrennung 

beobachtet wurde. Die Boratkomplexierung erhöhte in diesem Fall nicht nur die Mobilität der 

Derivate sondern führte zusätzlich zu einer deutlichen Verbesserung der Auflösung zwischen den 

Enantiomerenpaaren. 
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Die Autoren untersuchten ebenfalls die Eignung von verschiedenen Cyclodextrinderivaten für die 

Trennung der Aldose-Enantiomere. Dabei konnte außer mit den nativen Cyclodextrinen nur mit 

Hydroxypropyl-ß-Cyclodextrin eine Trennung erreicht werden, nicht jedoch mit verschiedenen 

methylierten Derivaten. 

5-Amino-2-naphthalinsulfonsäure 
(ANA) 

2-Aminopyridin 
(AP) 

H03SW
1 

'-':: S03
H 

~ ß 

OH NH2 

4-Am ino-5-hydroxy-2,5-naphthal indisul fonsäure 
(AHNS) 

Abb.3 : Verwendete Derivatisierungsreagenzien 

Insgesamt zeigte von den untersuchten Cyclodextrinen - in allen verwendeten Puffersystemen -

ß-Cyclodextrin in einer Konzentration von 15 mM die höchste Auflösung, unabhängig von der 

Größe des verwendeten Reagenzes. Insgesamt konnten die besten Ergebnisse bei der Verwendung 

von ANA als Derivatisierungsreagenz erhalten werden, die schlechteste Auflösung wurde nach der 

Umsetzung mit 2-AP beobachtet. 

Honda et al. untersuchten die Trennung von Aldose-Enantiomeren unter Verwendung von 

Valinderivaten67 nach Umsetzung mit PMP (s. Abb. 4) zu den Bis-PMP-Derivaten. Dabei wurden 

enantiomere Gemische von Arabinose, Xylose, Glucose und Galactose verwendet. Die Autoren 

evaluierten verschiedene Puffersysteme mit chiralen Diskriminatoren. Sie konnten jedoch weder 

mit Cyclodextrinen in Boratpuffern, noch unter MEKC-Bedingungen unter SDS-Zusatz eine 

Enantiomerentrennung erreichen. 
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Abb. 4: PMP (l-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon) 

Lediglich bei Verwendung des chiralen Micellbildners R- bzw. S-N-Dodecoxycarbonylvalin gelang 

die Trennung, jedoch wurde in dieser Publikation bei Verwendung dieses Puffers keine 

Diastereomerentrennung gezeigt und nach den angegebenen Daten hatten das D-Galactose- und das 

D-Glucosederivat fast identische Migrationszeiten. Vorteilhaft an dieser Methode ist die Möglich­

keit, durch Wechsel der Konfiguration des verwendeten Tensides die Migrationsreihenfolge der 

PMP-Derivate zu vertauschen. Während bei Verwendung des R konfigurierten Micellbildners die 

L-Aldose schneller migiert, hat bei Einsatz des S-N-Dodecoxycarbonylvalins die D-Aldose die 

kürzere Migrationszeit. 

Keine Trennung konnte in diesem System erreicht werden, wenn ein anderes 

Derivatisierungsreagenz, wie z. B. 2-AP oder ANTS, verwendet wurde. Auch führten geringe 

Änderungen an dem chiralem Diskriminator zu keiner Enantiomerentrennung mehr. So konnten die 

Bis-PMP-Derivatevon D- und L-Glucose mit N-Lauroylvalin unter sonst identischen Bedingungen 

nicht getrennt werden. 

Ein anderer Weg wird mit der Derivatisierung der Zucker mit einem enantiomerenreinen Reagenz 

beschritten. Die nach Umsetzung von enantiomeren Zuckern mit einem chiralen Amin, wie z. B. 

Phenylethylamin68
, entstehenden Aminoalditole sind Diastereomere und können deshalb in einem 

achiralen System getrennt werden. Unter Verwendung dieses Reagenzes entwickelte Oshima et al. 

gaschromatographische69 und HPLC-Trennungen70 von Aldoseenantiomeren. Die Derivatisierungs­

reaktion läuft hierbei nach demselben Schema ab wie bei der reduktiven Aminierung mit einem 

achiralen Reagenz, wie sie von Stefansson und Novotnl 6 durchgeführt wurde. Es wird nur ein 

Derivatisierungsschritt benötigt, und es entsteht deswegen kein erhöhter Aufwand. Diese Methode 

wurde 1995 von Noe und Freissmuth71 an die Kapillarelektrophorese adaptiert und zur Bestimmung 

der Produktverteilung von Aldolisierungsreaktionen72 verwendet. 
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Abb. 5: Reduktive Aminierung mit (S)-l-Phenylethylamin und Natriumcyanoborhydrid am Beispiel 

der D-Glucose. 

Neben der Bestimmung der Zuckerdiastereomere ist mit dieser Methode auch eine Zuordnung der 

absoluten Konfiguration in komplexen Gemischen möglich, sowie die Ermittlung der 

Enantiomerenverhältnisse. Nach der Erweiterung dieser Methode auf die Pentosen·73 konnten 

sämtliche bei der Aldolisierung von Glykolaldehyd-Formaldehhyd-Gemischen auftretenden 

Produkte identifiziert werden. 
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Abb. 6: Trennung eines Aldohexosenstandardgemisches71
• 
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Aufbauend auf diese Arbeiten wurden einerseits verschiedenene Applikationen entwickelt, z. B. die 

Bestimmung der Aldosezusammensetzung verschiedener pharmazeutischer Pflanzengummen74 

sowie die Bestimmung von reduzierenden Zuckern in diversen Getränken75
. 

Andererseits wurde als Weiterentwicklung dieser Methodik zudem versucht, möglichst viele ver­

schiedene Zuckerspezies zu bestimmen. So vielseitig die Methode im Falle von Aldosen ist, läßt sie 

sich bei Ketosen nur rur einen qualitativen Nachweis verwenden. Eine Quantifizierung ist infolge 

einer unvollständige Derivatisierung nicht möglich76
• In Abbildung 7 ist die Trennung von mit raz­

l-Phenylethylamin derivatisierter D-Fructose gezeigt. 
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Abb. 7: Elektropherogramm von D-Fructose umgesetzt mit raz-I-Phenylethylamin; Puffer: 100 mM 

Tetraborat, pH 9.8; Kapillare: 50 11m, 80/87 cm Länge; 28 kV, 22 oe. 

Die Quantifizierung von reduzierenden Aldosen hingegen ist möglich. Dabei besitzen fast alle 

Zuckerderivate, abgesehen von den 2-Aminoacetyl-2-desoxyderivaten, gleiche molare Absorptions­

koeffizienten, so daß von den Peakflächenverhältnissen direkt auf die in der Probe enthaltenen 

Anteile an Aldosen geschlossen werden kann . 
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Auch bei dieser Methode kann, wie bei der Trennung der enantiomeren PMP-Derivate, ein Wechsel 

der Migrationsreihenfolge der Enantiomere erfolgen. Dies geschieht durch die Derivatisierung mit 

dem enantiomeren Reagens (R)-Phenylethylamin73 und kann zur Absicherung der Ergebnisse 

dienen. 

Oy 
HN 

HO~ """OH 

HO 

HO 

D-Ribose-Derivat 
mit S-Phenylethylamin 

OH 

L-Ribose-Derivat 
mit R-Phenylethylamin 

Abb. 8: Beispiel enantiomerer Derivate mit gleichen Migrationszeiten, nach7J 

Da bei der Umsetzung von einer D-Aldose mit dem R-konfiguriertem Amin ein Derivat entsteht, 

welches enantiomer zu dem Derivat einer L-Aldose mit S-konfiguriertem Amin ist, besteht 

zusätzlich die Möglichkeit, solche Aldosen zu ersetzten, die nicht käuflich sind. Die entsprechenden 

Derivate zeigen in dem achiralen Trennsystem ein identisches Verhalten. 

Die Kapillarelektrophorese ist, bedingt durch die Vielzahl der beschriebenen Verfahren 

insbesondere für die Analytik so hydrophiler Substanzen wie Zuckern, inzwischen eine etablierte 

Methode. Die hier vorgestellten Möglichkeiten zur Enantiomerenanalytik von Zuckern sind in 

vielen Fällen den sonstigen chrornatographischen Methoden zumindest ebenbürtig, wenn nicht gar 

überlegen. 
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