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Capillary Electrophoresis of Carbohydrates

Abstract:

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 of the different methods and separation procedures is given and some applications for the

separation of sugar enantiomers are described in more detail.

(Keywords: capillary electrophoresis of carbohydrates, sugar enantiomers, capillary zone

electrophoresis)

Einleitung

Neben den Proteinen, den Nukleinsduren und den Fetten stellt die Gruppe der Kohlenhydrate eine
weitere wichtige Klasse von Biomolekiilen dar. Die Struktur der verschiedenen Kohlenhydrate ist,
bedingt durch ihre Polyfunktionalitit, duflerst komplex. Dies wird im Vergleich mit dem

Aminosduremuster von Proteinen besonders deutlich. Wihrend aus zwei neutralen L-Aminosduren
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gewidmet.
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nur ein Dipeptid gebildet wird, konnen z. B. zwei Molekiile D-Glucose auf 11 unterschiedliche
Arten miteinander verkniipft sein. Bei Kombination von zwei unterschiedlichen Hexosen konnen,
ohne Beriicksichtigung 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 erhoht sich diese Zahl
auf mehr als 700 Isomere'. Bei Beriicksichtigung der jeweils zwei Enantiomere (D und L)
existieren insgesamt alleine 16 unterschiedliche Aldohexosen, diese konnen zu einer uniiber-
schaubaren Menge an Oligosacchariden verkniipft sein. Neben ihrer strukturellen Vielfalt stellen

Zucker auflerdem die Gruppe von Biomolekiilen dar, die den Hauptteil der Biomasse bilden®.

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-
verfahren®. Diese fiihren zu peracetylierten Alditolen, methylierten Verbindungen, Trifluoracetaten
und zu verschiedene Trimethylsilyloximen". HPLC-Methoden zur Trennung underivatisierter
Zucker sind bekannt, jedoch ist die Trennung von Zuckerenantiomeren mittels fester oder fliissiger
chiraler Phasen ohne vorhergehende Derivatisierung bisher nicht gelungen. In den meisten Fillen
werden die Analyte aber auch bei den HPLC-Trennungen derivatisiert™®. Verschiedene Verfahren
wurden entwickelt, so z. B. GC-Methoden zur Trennung der Trifluoracetatderivate von Konig et
al’, die eine Enantiomeren-Trennung an chiralen Phasen ermdglichen. 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, dafl nach Derivatisierung zwei Diastereomere pro Zucker-Enantiomer entstehen. Die bei-
den Diastereomere entstehen z. B. durch Derivatisierungsreaktionen am anomeren Zentrum® oder
durch Verwendung chiraler Oxime’, die zu E-/Z-Isomeren fiihren. Eine Technik, die im letzten
Jahrzehnt in der Analytik dieser Verbindungsklasse immer mehr an Bedeutung gewonnen hat, ist
die Kapillarelektrophorese. Sie stellt fiir diese sehr hydrophilen Analyte ein breites Spektrum an
Methoden zur Verfligung.

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 ermdglichen auch die Bestimmung der
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Zuckerenantiomere. Zur Grofenbestimmung von Oligosacchariden und zur Identifikation von
Glykosylierungsstrukturen werden zusitzlich kapillargelelektrophoretische Verfahren eingesetzt.
Hierbei konnen sowohl underivatisierte Strukturen analysiert werden, als auch eine
Derivatisierungsreaktion der Trennung vorangestellt werden. In der Literatur ist in mehreren

10,11,12

Ubersichtsartikeln 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 Sduren mit pK,-Werten zwischen 12 und
13. Damit sind sie unter den iiblichen Trennbedingungen nicht ionisiert und zeigen dementspre-
chend im elektrischen Feld keine Eigenmobilitit. 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-
fithrt, jedoch liegt ein Problem diese Verfahrens in der Detektion. Fiir die Verwendung von starken
Alkalien als Puffer wurden verschiedene Verfahren zur elektrochemischen Detektion beschricben'?,
unter anderem auch die Verwendung eines PAD" (Puls-amperometrischer-Detektor), jedoch sind

die entsprechenden Detektoren fiir die Kapillarelektrophorese nicht kduflich zu erwerben.
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Abb. 1: Gleichgewichtszusammensetzung der D-Ribose in wiBriger Losung bei 40° C nach I3

Kohlenhydrat-Metall-Komplexe

Verschiedene zwei- und dreiwertige Metallkationen bilden mit mehrwertigen Alkoholen positiv
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geladene Komplexe, deren Stabilitit von der Konfiguration der beteiligten Hydroxylgruppen ab-
hiingt. So fiihrt der Zusatz von verschiedenen Metall-lonen zu wifirigen Zuckerlosungen zu positiv
geladenen Metall-Aldose-Komplexen'®. Auch diese Komplexe lassen sich kapillarelektrophoretisch
trennen, bei Verwendung von z. B. Erdalkaliionen'” als Pufferkomponente konnen die

entsprechenden positiv-geladenen Derivate nachgewiesen werden.

Bestimmung von Kohlenhydraten nach Komplexierun g mit Borationen

Eine andere Moglichkeit, zu geladenen Zuckern zu gelangen, ist die Komplexierung mit
Borationen'® (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 Stabilitat unterscheiden.
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Abb. 2: Hypothetischer Borat-Komplex der D-Erythrose

Somit entstehen, je nach Konformation der entsprechenden Zucker, unterschiedliche
Bruttoladungen der Analyte die eine elektrophoretische Trennung'® méglich machen.
Hofstetter-Kuhn etal. 2° erreichten mit Hilfe dieser Methode elektrophoretische Trennungen
underivatisierter Zucker in einem Borat-Puffer. Da die Boratkomplexierung jedoch durch die
Vielzahl der vorliegenden Formen nicht einheitlich ist, resultieren breite Signale fiir die Analyte.
Dies ist auch auf die verschiedenen, vorliegenden zyklischen Halbacetale zuriickzufithren (s. Abb.
1). Eine Verbesserung der Peaksymmetrie konnte durch eine TemperaturerhGhung erreicht werden,
dies erhoht zusitzlich die Empfindlichkeit der Messung, da dann die offenkettige Carbonylform in
hoheren Konzentrationen im Gemisch vorliegt. Fiir nichtreduzierende Zucker’' wurde eine
verbesserte Peakform bei niedrigeren Temperaturen publiziert. Unter diesen Bedingungen sind
kapillarelektrophoretische Kohlenhydrat-Bestimmungen in Wein, Honig und Fruchtsiften

beschrieben worden®. Allerdings gelang auch hier nicht die Trennung von Zucker-Enantiomeren.
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Auf der unterschiedlichen Dissoziation der Kohlenhydrate in stark basischen Ldsungen beruhen
verschiedene Methoden der indirekten Detektion. Eine der ersten Verdffentlichungen® dieser
Methodik beschreibt z. B. die Trennung von drei Zuckern unter Verwendung von Cumarin 343 als
fluoreszierenden Hintergrundelektrolyten und indirekter LIF-Detektion. Eine andere Moglichkeit
der indirekten Detektion ist die Bestimmung der underivatisierten Zucker im UV-Bereich?*. Dabei
wird die Verdriangung eines dem Puffer zugesetzten, stark UV-aktiven Hintergrundelektrolyten ( z.

B. Sorbinsdure?*?°

oder Tryptophan27) durch den Analyten gemessen und die negativen Signale
ausgewertet. Die Kombination von Boratkomplexierung mit indirekter UV*_Detektion zeigte
wesentlich verbesserte Nachweisgrenzen und eine im allgemeinen deutlich symmetrischere Peak-
form. Im Gegensatz zu den neutralen Sacchariden sind die negativ geladenen Zuckersduren schon
bei sauren pH-Werten dissoziiert, bei niedrigerem pH-Wert bestimmbar und mittels indirekter UV-
Detektion®® nachweisbar. Auch die Kombination von elektrochemischer Detektion mit vorangehen-
der Trennung der Zucker in einem Boratpuffer ist beschriebenm, 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 Verwendung von Natronlauge als

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

Systemen.

Eine weitere Moglichkeit der Detektion, die Verwendung eines R. 1. (Brechungsindex)-Detektors,

wurde von Bruno et al.*! fiir 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 fiir kapillarelektrophoretische Verfahren die folgenden Reaktionen

zur Derivatisierung genutzt:> 2

1. Bildung von Schiffschen Basen und anschliefende Reduktion - Reduktive Aminierung am

Carbonylkohlenstoff3 4

2. Umsetzung mit Ammoniumsalzen zu den 1-Amino-1-desoxyalditolen®* und anschlieBende
Derivatisierung der Aminfunktion, z. B. mit 3-(4-Carboxybenzoyl)-2-quinolincarboxy-

aldehyd (CBQCA)* oder 5-Carboxytetramethylrhodaminsuccinimidylester (TRSE™).



304 B. Lachmann und C. R. Noe

3. Derivatisierung durch Kondensation saurer Kohlenhydrate mit Aminen®’

4. Derivatisierung von freien Aminfunktionen®®

5. Bildung von 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMP) Derivaten®’
6. Derivatisierung mit Hydrazinen zu den entsprechenden Hydrazonen*’

Die Derivatisierung der Kohlenhydrate verbessert im allgemeinen nicht nur die Nachweisgrenzen
durch die hohere molare Extinktion der Derivate, sondern fiihrt auch meist zu schérferen 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 erhoht die Nachweisempfindlichkeit nochmals. Die erste zur Analytik
genutzte reduktive Aminierung von Aldosen wurde mit 2-Aminopyridin (2-AP) durchgefiihrt*'.
Dieses Reagenz wurde sowohl zur pre-column Derivatisierung vor einer HPLC-Trennung®
verwendet als auch zur elektrophoretischen Auftrennung® von Kohlenhydraten. Die Detektion der
Derivate erfolgte mittels Fluoreszenz. Dieses Verfahren wurde von Honda et al.** 1989 fiir 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 sekundiren Amines durch die reduktive Aminierung ist auch die Bestimmung bei sauren pH-
Werten xﬁéglich. So wurden verschiedene Maltoseoligomere*’ nach Derivatisierung mit 2-AP in

einem saurem Phosphatpuffer aufgetrennt

Andere hdufig verwendete Regenzien sind Derivate der Aminobenzoesaure, so z. B. 2 Amino-
benzoesiure*®, 4-Aminobenzoesiure’’, 4-Aminobenzonitril*®, und 4-Aminobenzoesﬁureethylesterw.
Die Detektion von Ketosen ist nach der Reaktion mit den 4-Aminobenzoeséurederivaten moglich,
jedoch findet in diesem Fall keine quantitative Umsetzung statt. Alle diese angegebenen Methoden
nach der Umsetzungen mit  Aminobenzoesdurederivaten  beziehen  sich  auf
kapillarzonenelektrophoretische Verfahren. Bei der Verwendung von 4-Aminobenzonitril besteht
ebenfalls die Mdglichkeit, Kohlenhydrate in einem Tris-Phosphat-Puffer unter Zusatz von SDS zu
trennen. Als Trennmethode wird hier die MEKC® verwendet. Ebenfalls auf der reduktiven
Aminierung basiert die Umsetzung von reduzierenden Sacchariden mit Aminonaphthylsulfonsiure-
derivaten. Diese Verbindungsklasse zeigt native Fluoreszenz und wird deshalb sowohl als UV-
Chromophor als auch als Fluorophor verwendet. Das am héufigsten eingesetzte Derivat ist ANTS
(8-Aminonaphthalin-1,3,6-trisulfonséure) mit einem Excitationsmaximum bei 223 nm. Da fiir diese

Wellenlinge keine LIF-Detektoren zur Verfiigung stehen, wird ein zweites Maximum bei 360 nm



Kapillarelektrophoretische Bestimmung von Kohlenhydrat-Enantiomeren 305

verwendet und zur Anregung ein He/Cd-Laser®' beniitzt. 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 nm®'. Sie betrigt fiir die Fluoreszenzdetektion 5x10* M, dies entspricht
einer Massenempfindlichkeit von ca. 400 amol. 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° M erreicht werden®>. Es wurden diverse
Applikationen unter Verwendung von ANTS publiziert, eine Ubersicht hierzu gibt unter anderem
der Artikel von Paulus und Klockow®?. Bei Verwendung von 7-Aminonaphthalin-1,3-disulfonsdure
(ANDS) als Derivatisierungseagens konnten die erreichten Nachweisgrenzen nicht weiter
verbessert werden. Es lassen sich Massenempfindlichkeiten von bis zu 80 fmol erreichen®’. Ein
weiteres Sulfonsiurederivat, Aminopyren-1,4,6-trisulfonséure (APTS), wurde 1995°* eingefiihrt.
Hier liegt die Anregungswellenldnge bei 455 nm, so dafl ein unmodifizierter Argon-lonen-Laser
benutzt werden kann. Die erreichbaren Nachweisgrenzen wurden in den entsprechenden
Publikationen nicht genannt, sie sollten jedoch in dhnlichen Bereichen liegen wie fiir die ANTS-
Derivate. Bei der Verwendung dieses Derivates in Kombination mit einem Boratpuffersystem zeigt
sich ein prinzipielles Problem. Da die entstehenden Derivate durch die Sulfonsduregruppen des
Reagenzes schon negativ geladen sind, wird die Boratkomplexierung behindert, dies fithrt zu

schlechteren Trennergebnissen bei der Verwendung dieses Puffersystems.

Von El Rassi et al.>” wurde ein Verfahren publiziert, welches Sulfanilsiure als Reagenz verwendet.
Hierbei handelt es sich nicht um eine reduktive Aminierung, sondern die Carboxylgruppe negativ
geladener Zuckersdurederivate wird mit der Aminfunktion des Reagenzes umgesetzt. Die entste-
henden Derivate sind durch die vorhandene Sulfonséuregruppe stark sauer und kénnen deshalb bei

niedrigen pH-Werten getrennt werden.

Die durch Kondensation von zwei Molekiilen PMP mit einem Molekiil eines reduzierenden Zuckers
entstehenden Bis-PMP-Derivate zeigen keine native Fluoreszenz und konnen 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
vollstindige Trennung sowohl der Aldopentosen als auch der Aldohexosen in je einem Lauf*
durchgefiihrt werden. Auch die Trennung dieser Derivate nach Komplexierung mit Erdalkaliionen

ist, ebenso wie eine MEKC Methode™®, publiziert.

Die besten Nachweisgrenzen werden nach der Derivatisierung mit TRSE erreicht. Die
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Massensensitivitit erreicht dabei Bereiche zwischen zepto und yocto Mol*’. So kénnen noch 8x10°

: > : 58
2 mol des Zuckerderivates unter Verwendung eines He/Ne-Lasers nachgewiesen werden”.

Neu eingefiihrt wurde in den letzten beiden Jahren® unter anderem die Bestimmung von Zuckern
durch die direkte UV-Bestimmung nach Komplexierung mit Kupfer-(II)—Ionen(’o, die Verwendung
von 2-Aminobenzamid als neutralem Derivatisierungsreagenz®' sowie die Verwendung von
Bioelektroden, die verschiedene Enzyme beinhalten, zur elektrochemischen Detektion®”. Von
besonderem pharmazeutischen Interesse sind sicherlich die Arbeiten zur Analytik von
Glykosylierungsmustern pharmazeutisch relevanter, rekombinant hergestellter Proteine, wie z. B.
Erythropoietin® oder die von Witzig et al. durchgefiihrte Qualititskontrolle von
Pentosanpolysulfaten"4 mittels CZE. Eine Anwendung von klinischer Bedeutung ist der Einsatz
eines CZE-Verfahrens zur Bestimmung von reduzierenden Zuckern im Urin nach Derivatisierung
mit APTS®. 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 anschlieBende 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 ermoglicht je-

doch die Trennung underivatisierter Zuckerenantiomere.

Stefansson und Novotny®® 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 erhohte in diesem Fall nicht nur die Mobilitit der
Derivate sondern fiihrte zusitzlich zu einer deutlichen Verbesserung der Auflosung zwischen den

Enantiomerenpaaren.



Kapillarelektrophoretische Bestimmung von Kohlenhydrat-Enantiomeren 307

Die Autoren untersuchten ebenfalls die Eignung von verschiedenen Cyclodextrinderivaten fiir die
Trennung der Aldose-Enantiomere. Dabei konnte aufler mit den nativen Cyclodextrinen nur mit
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin eine Trennung erreicht werden, nicht jedoch mit verschiedenen

methylierten Derivaten.
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Abb.3: Verwendete Derivatisierungsreagenzien

Insgesamt zeigte von den untersuchten Cyclodextrinen — in allen verwendeten Puffersystemen —
B-Cyclodextrin in einer Konzentration von 15 mM die héchste Aufldsung, unabhingig von der
GroBe des verwendeten Reagenzes. Insgesamt konnten die besten Ergebnisse bei der Verwendung
von ANA als Derivatisierungsreagenz erhalten werden, die schlechteste Auflosung wurde nach der

Umsetzung mit 2-AP beobachtet.

Honda et al. untersuchten die Trennung von Aldose-Enantiomeren unter Verwendung von
Valinderivaten®” 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 (1-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 Moglich-
keit, durch Wechsel der Konfiguration des verwendeten Tensides die Migrationsreihenfolge der
PMP-Derivate zu vertauschen. Wihrend bei Verwendung des R konfigurierten Micellbildners die
L-Aldose schneller migiert, hat bei Einsatz des S-N-Dodecoxycarbonylvalins die D-Aldose die

kiirzere Migrationszeit.

Keine Trennung konnte in diesem System erreicht werden, wenn ein anderes
Derivatisierungsreagenz, wie z. B. 2-AP oder ANTS, verwendet wurde. Auch fithrten geringe
Anderungen 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.
Phenylethylamin®®, entstehenden Aminoalditole sind Diastereomere und konnen deshalb in einem
achiralen System getrennt werden. Unter Verwendung dieses Reagenzes entwickelte Oshima et al.
gaschromatographische® und HPLC-Trennungen70 von Aldoseenantiomeren. Die Derivatisierungs-
reaktion lauft hierbei nach demselben Schema ab wie bei der reduktiven Aminierung mit einem
achiralen Reagenz, wie sie von Stefansson und Novotny®® durchgefiihrt wurde. Es wird nur ein
Derivatisierungsschritt benétigt, und es entsteht deswegen kein erhohter Aufwand. Diese Methode
wurde 1995 von Noe und Freissmuth’' an die Kapillarelektrophorese adaptiert und zur Bestimmung

der Produktverteilung von Aldolisierungsreaktionen’? verwendet.
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NaBH,CN
—_—

Abb. 5: Reduktive Aminierung mit (S)-1-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 mdglich, sowie die Ermittlung der
Enantiomerenverhiltnisse. Nach der Erweiterung dieser Methode auf die Pentosen’” konnten

samtliche bei der Aldolisierung von Glykolaldehyd-Formaldehhyd-Gemischen auftretenden

Produkte identifiziert werden.
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Abb. 6: Trennung eines Aldohexosenstandardgemisches’'.
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Aufbauend auf diese Arbeiten wurden einerseits verschiedenene Applikationen entwickelt, z. B. die
Bestimmung der Aldosezusammensetzung verschiedener pharmazeutischer Pflanzengummen™

sowie die Bestimmung von reduzierenden Zuckemn in diversen Getrinken’”.

Andererseits wurde als Weiterentwicklung dieser Methodik zudem versucht, méglichst viele ver-
schiedene Zuckerspezies zu bestimmen. So vielseitig die Methode im Falle von Aldosen ist, 148t sie
sich bei Ketosen nur fiir einen qualitativen Nachweis verwenden. Eine Quantifizierung ist infolge
einer unvollstindige Derivatisierung nicht m6glich76. In Abbildung 7 ist die Trennung von mit raz-

1-Phenylethylamin derivatisierter D-Fructose gezeigt.

Reagenz

©
D-Fru
Fru

mAU

6 11 16 21 26 31 36

time [min]

Abb. 7: Elektropherogramm von D-Fructose umgesetzt mit raz-1-Phenylethylamin; Puffer: 100 mM
Tetraborat, pH 9.8; Kapillare: 50 pm, 80/87 cm Liange; 28 kV, 22 °C.

Die Quantifizierung von reduzierenden Aldosen hingegen ist méglich. Dabei besitzen fast alle
Zuckerderivate, abgesehen von den 2-Aminoacetyl-2-desoxyderivaten, gleiche molare Absorptions-
koeffizienten, so dafl von den Peakflichenverhiltnissen 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

3

dem enantiomeren Reagens (R)-Phenylethylamin”> und kann zur Absicherung der Ergebnisse

dienen.

o

w,
"
= ",

%m
Z
a5;

HO : OH
o OH ‘ HO
HO OH
HO : OH
D-Ribose-Derivat : L-Ribose-Derivat
mit S-Phenylethylamin mit R-Phenylethylamin

Abb. 8: Beispiel enantiomerer Derivate mit gleichen Migrationszeiten, nach”™.

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
zusitzlich die Moglichkeit, solche Aldosen zu ersetzten, die nicht kauflich sind. Die entsprechenden

Derivate zeigen in dem achiralen Trennsystem ein identisches Verhalten.

Die Kapillarelektrophorese ist, bedingt durch die Vielzahl der beschriebenen Verfahren
insbesondere fiir die Analytik so hydrophiler Substanzen wie Zuckern, inzwischen eine etablierte
Methode. Die hier vorgesteliten Moglichkeiten zur Enantiomerenanalytik von Zuckern sind in
vielen Fillen den sonstigen chromatographischen Methoden zumindest ebenbiirtig, wenn nicht gar

iiberlegen.
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76 Durch das bei der reduktiven Aminierung entstehende neue Chiralititszentrum resultieren fiir
Jjedes Enantiomer zwei Signale, deren Gesamtpeakfliche allerdings geringer ist als diejenige einer

dquimolaren Menge einer Aldose.

Eingelangt am 27. Juni 2001
Angenommen am 16. Juli 2001





