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Analytical Determination of Polysaccharide
Thickening Agents for Foods — A Review

Summary. In this report, the analytical methodology,
as developed by the authors for polysaccharides, used
as thickening agents in foods is reviewed and summar-
ized. Present additive regulations increase actuality and
need for this subject. The analytical methodology con-
sists of the following steps:

a) isolation of the polysaccharides from the food
samples, b) purification of the polysaccharide, ¢) de-
termination of the monomeric compounds by thin
layer chromatography or by gas chromatography,
d) separation into neutral and into acid compounds by
ion exchange chromatography on DEAE-Cellulose
and e) determination of the types of linkages between
monomeric compounds by permethylation.

Zusammenfassung. Im Rahmen dieser Arbeit werden
die von den Autoren bisher durchgefiithrten Untersu-
chungen iiber die analytische Erfassung der polysac-
charidhaitigen Dickungsmittel in Lebensmitteln zu-
sammenfassend dargestellt. Dieses Thema gewinnt
durch die neue Zusatzstoffzulassungsverordnung zu-
nehmend praktische Aktualitdt. Der hierfirr entwickel-
te Analysengang umfaBt die folgenden Abschnitte
a) Isolierung des Polysaccharids aus den Lebensmittel-
proben, b) Reinigung des isolierten Polysaccharids,
¢) Einzelbausteinanalyse durch Dinnschicht- und
Gaschromatographie, d) Trennung in neutrale und in
saure Verbindungsgruppen und ¢) Bestimmung der
Verkniipfungsart der Einzelbausteine durch die Me-
thylierungsanalyse.

Durch die neue Zusatzstoftzulassungsverordnung fiir
Lebensmittel [1], nach welcher auch die Verwendung
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Tabelle 1. Zusammenstellung der in der Praxis als Dickungsmittel
verwendeten Polysaccharide

Polysaccharid Bausteine und deren molaren Konzentrations-
verhéltnisse

Stdrke Glucose

Guar Mannose, Galaktose 2:1

Johannisbrot- Mannose, Galaktose 4:1

kernmehl

Agar Galaktose, 3,6-Anhydrogalaktose ~1:1

Pectin Galakturonsiure; (eventl geringe Mengen an
Galaktose, Glucose, Arabinose, Rhamnose)

Algin Mannuronsaure, Guluronsidure 1:0,48 bis
1:1,85

Carrageen Galaktose, 3,6-Anhydrogalaktose, Galaktose-
sulfat®

Gummi arabicum  Glucuronsdure, Rhamnose, Arabinose,
Galaktose®

Traganth Galakturonsidure, Galaktose, Glucose, Arabi-

nose, Xylose, Fucose Rhamnose®

2 Verhiltnisse stark wechselnd

von Dickungsmitteln Einschriankungen unterworfen
ist, gewinnt die analytische Bestimmung dieser Stoffe
zur amtlichen Lebensmitteliiberwachung zunehmend
praktische Aktualitit.

Die derzeit in der Praxis verwendeten Stoffe, mit
Ausnahme von Gelatine, in ithrem chemischen Aufbau
durchwegs Polysaccharide, sind in nachstehender Ta-
belle 1 zusammengestellt.

Fiir diese Verbindungen sind bereits eine groBere
Anzahl von analytischen Verfahren entwickelt worden.
Die meisten dieser Methoden beschrénken sich aber
entweder nur auf die Unterscheidung von Verbin-
dungsgruppen mit spezifischen Farb- oder Fallungsre-
aktionen, oder es handelt sich um Verfahren fiir ganz
spezielle Dickungsmittel, oftmals beschrinkt auf be-
stimmte Lebensmittel oder Lebensmittelgruppen (vgl.
Literaturiibersicht [2]). Zur Unterscheidung der einzel-
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Lebensmittel
Isolierung

Polysaccharid

SC
neutrale saure Polysaccharide
Polysaccharide
Hydrolyse Hydrolyse Methanolyse-
Reduktion

Monosaccharide Monosaccharide Monosaccharide

DC EA Derivati- DC EA Derivati- Derivatisierung
sierung sierung
GC GC\\ GIC
Identifizierte Identifizierte
Monosaccharide Monosaccharide

Abb. 1. Schema des Analysenganges zur Bestimmung der poly-
saccharidhaltigen Dickungsmittel in Lebensmitteln. — SC=S4u-
lenchromatographie, DC = Diinnschichtchromatographie, EA =En-
zymatische Analyse, GC= Gaschromatographie

Lebensmitteln
Entfernung des Fettes und der Emulgatoren

Digerieren mit heiBem Wasser, zentrifugieren

Riickstand Uberstand
verwlerfen Fillung mit aanoniumcarbonat-
gesittigtem Methanol
zentrifugieren
Riickstand Uberstand
EnteiweiBung verwerfen

reines Polysaccharid Eiwelf

Abb. 2. Schema der Methodik zur Isolierung der Polysaccharide
aus den Lebensmitteln

nen, in Tabelle 1 angegebenen Dickungsmittel, ist ein
Analysengang ausgearbeitet worden, der auf den Un-
terschieden in den Féllungseigenschaften der einzelnen
Polysaccharide mit Hg, Cu, Pb, und quartiren Ammo-
niumionen basiert [3]. Dieses Verfahren erwies sich in
der Praxis als umstindlich und in seinen Aussagen als
unsicher.

Seit etwa fliinf Jahren beschéftigen wir uns mit der
Ausarbeitung einer Methode zum Nachweis der in der
Praxis verwendeten polysaccharidhaltigen Dickungs-
mittel, die ohne groBe Variation der Vorschrift auf
moglichst viele Lebensmittelgruppen angewendet wer-
den kann. Teilergebnisse hierzu sind bereits publiziert
worden [4-6] und diese sollen im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit zusammenfassend diskutiert werden.

In Abb. 1 ist einleitend das Prinzip dieser Methode
dargestellt. Fiir die einzelnen Analysenschritte sind im
Anhang die exakten Arbeitsvorschriften angegeben.

Isolierung des Polysaccharids aus den Lebensmitteln

Die einzelnen Arbeitsschritte sind schematisch in
Abb. 2 dargestellt. Zuerst werden die Proben entfettet.
Danach erfolgt die Extraktion der Dickungsmittel aus
den entfetteten Untersuchungsmaterialien mit heiflem
Wasser. Aus den Losungen werden die Polysaccharide
mit einem UberschuB an Methanol, welches mit Am-
moniumcarbonat geséttigt ist, ausgefillt.

Enthalten Lebensmittel — wie Marmeladen, Frucht-
sifte oder Trockensuppen — nur wenig Protein, so ist
das erhaltene Polysaccharid fiir die darauffolgenden
Identifizierungsreaktionen geniigend rein.

Sind die Lebensmittel dagegen eiweiBreich, so ent-
hilt der Polysaccharidniederschlag betrichtliche Men-
gen an mitgerissenem Protein. Bei der Identifizierung
treten dann Stérungen auf, da es bei der Hydrolyse in-
folge Bildung von Maillardprodukten zu betrichtli-
chen Substanzverlusten kommt. Eine EnteiweiBung ist
daher notwendig, wofiir folgende zwei Methoden allge-
mein angewendet werden konnen. Bei dem Ameisen-
sdure-Alkoholverfahren wird das Protein durch 90%-
ige Ameisensdure bei erh6hter Temperatur durch For-
mylierung solubilisiert und bleibt bei der anschlieBen-
den Zugabe von Alkohol in Lésung, wihrend die Poly-
saccharide ausgeféllt werden. Die in der Literatur an-
gegebene Vorschrift [7] fithrt nach unserer Untersu-
chung zu einem teilweisen Abbau des Polysaccharids
und damit zu Substanzverlusten (z. B. Wiederfindungs-
rate fiir Guar: 549, fiir Alginat: 50% der eingesetzten
Menge). Durch Modifizierung der Vorschrift konnte
dieser nachteilige Effekt weitgehend ausgeschaltet wer-
den {8].

Das zweite Verfahren ist der enzymatische Abbau des
mitgefillten Proteins. Nach der von uns ausgearbeite-
ten Methodik [8] wird das Polysaccharid in wiBriger
Pufferlsung mit Pronase E inkubiert und nach einer
bestimmten Zeit wieder mit Methanol, das mit Am-
moniumcarbonat geséttigt ist, gefillt. Das Enzym baut
die Proteine soweit ab, daB sie bei der Polysaccharidfil-
Iung nicht mehr mitgerissen werden. Die Behandlung
mit einer Kombination von vier Enzymen (Pepsin, Pro-
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nase, Aminopeptidase und Prolidase), wie es in der Li-
teratur [9] fiir die Bestimmung von Polysacchariden in
Kése vorgeschlagen wurde, erscheint hier nicht not-
wendig.

Das sonst allgemein verwendete Verfahren, Protei-
ne durch konzentrierte wissrige Trichloressigsdure [10]
auszufillen, funktioniert nur bei Vorliegen von neutra-
len Polysacchariden. Saure Polysaccharide werden teil-
weise mitgefillt und gehen dadurch der Analyse verlo-
ren. Daher scheidet diese Methode aus, da man bei
Proben mit unbekannter Dickungsmittelzusammenset-
zung fast immer mit der Anwesenheit saurer Polysac-
charide rechnen muf.

Das nach einer dieser Prozeduren erhaltene Poly-
saccharid ist fiir die darauffolgende Identifizierung ge-
niigend rein.

Identifizierung

Als erster Schritt erfolgt eine Zerlegung des Polysac-
charids in die Einzelbausteine, welche durch Diinn-
schichtchromatographie oder durch Gaschromatogra-
phie getrennt und identifiziert werden.

1. Einzelbausteinanalyse

Die Spaltung des Polysaccharids geschieht durch wiss-
rige oder methanolische S&urelésungen.

Die Hydrolyse in wissrigem Medium erfolgt entwe-
der mit n-Schwefelsiure oder mit 2 n-Trifluoressig-
sdure. Hier sind die Verluste durch Nebenreaktionen
am geringsten.

Trifluoressigsdure besitzt den Vorteil, daB sie durch
einfaches Abdampfen bei 50 °C im Vakuum nach Been-
digung der Reaktion aus der Losung entfernt werden
kann, wihrend bei Schwefelsdure eine Fallungsreakti-
on mit Ba(OH),-Losung und eine Ionentauscherbe-
handlung durchgefiihrt werden muB. Bei neutralen Po-
lysacchariden und bei solchen mit niedrigem Uronséu-
regehalt ist die Zersetzungsrate in wassrigem Medium
niedrig. Hingegen werden Polysaccharide, die einen
groBBen Anteil an Uronsduren enthalten (z. B. Algin,
Pectin) oder teilweise aus 3,6-Anhydrogalactosebau-
steinen aufgebaut sind (Agar, Carrageen) stark zer-
setzt. Hier empfichlt es sich, dic Methanolyse durchzu-
fiihren, dic zu besseren Ausbeuten fithrt. Als Umset-
zungsprodukte entstehen 1-0-Methylglykoside bzw. 1-
0-Methyluronsiduremethylester. Bei Agar und bei Car-
rageen ist der Anhydrogalactoscanteil als 3,6-Anhy-
drogalactosedimethylacetal erfafibar [11].

In Tabelle 2 sind an einigen Beispielen dic Wieder-
findungsraten nach der Sdurehydrolyse bzw. Methano-
lyse angeben.

Diinnschichtchromatographie. Zur Orientierung ist es
zweckmiBig, die im Hydrolysat vorliegenden Einzel-

Tabelle 2. Wiederfindungsrate einiger neutraler und saurer Poly-
saccharide nach der Hydrolyse mit 2 n-Trifluoressigsiure bzw. nach
der Methanolyse

Verbindung Wiederfindungsrate® auf
Reinsubstanz in %
2 n-Trifluor- Methanolyse
essigsdure und Reduktion
Guar 91 —
Johannisbrotkernmehl 93 —
Agar 40 —
Gummi arabicum 74 80
Traganth 68 78
Alginsdute — 220
Pectinsiure — 6°
Pectin (hochverestert) — 42°

*  Ermittelt durch gaschromatographische Bestimmung der Ein-
zelbestandteile nach der Aldonitrilacetatmethode
b Nur semiquantitative Angaben (vgl. Gaschromatogr.)

bausteine zundchst dinnschichtchromatographisch
aufzutrennen. In einzelnen Fillen geniigt dies bereits
fiir eine eindeutige Identifizierung des Polysaccharids.

Die genauen Trennvorschriften findet man im An-
hang II, 2.

Gaschromatographie. Eine gaschromatographische Be-
stimmung wird sich daran meistens anschlieen, denn
mit dieser Methode wird einerseits eine schirfere Tren-
nung der Monosaccharide erreicht und andererseits
lassen sich quantitative Bestimmungen ohne groBen
Zeitaufwand durchfiihren.

Zu diesem Zweck miissen die Zucker in fliichtige
Verbindungen iiberfilhrt werden. Die bislang ge-
brauchlichste Derivatisierung zu O-Trimethylsilylver-
bindungen [12] hat den Nachteil, daB das einzelne Mo-
nosaccharid infolge seiner verschiedenen anomeren
Formen im Gaschromatogramm fast immer in mehre-
ren Peaks erscheint. Eine Verbesserung bedeutet die
Uberfiihrung in die Aldonitrilacetate, da diese Deriva-
te pro Zucker jeweils nur einen Peak im Gaschromato-
gramm liefern. Alle in Frage kommenden Monosac-
charide kénnen einwandfrei getrennt werden [5]. Die
Uronsiuren lassen sich nach Uberfithrung in die 1-O-
Methyluronsiuremethylester, Reduktion mit Borhy-
drid zu den entsprechenden 1-O-Methylglykosiden und
Spaltung in die entsprechenden Monosaccharide in
gleicher Weise gaschromatographisch auftrennen [6].
Die Gaschromatogramme der Monosaccharide sind
quantitativ auswertbar. Bei den Uronsduren erhélt
man hingegen stark streuende Werte, da noch nicht Be-
dingungen gefunden wurden, unter denen dic Metha-
nolyse-Borhydridreduktion mit reproduzierbaren Aus-
beuten verlduft.
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Tabelle 3. Moglichkeiten von Polysaccharidkombination bei gege-
bener Einzelbausteinzusammensetzung

Einzelbausteine Polysaccharide
Glucose Stirke
Galaktose Agar, Carrageen

Glucose, Galaktose
Galaktose, Mannose

Glucose, Galaktose,
Mannose

Galakturonsdure (evtl. in
geringen Mengen Galak-
tose, Arabinose, Glucose,
Rhamnose)

Mannuronsiure, Guluron-
saure

Rhamnose, Arabinose
Galaktose, Glucuronsiure

Arabinose, Rhamnose,
Galaktose, Mannose
Glucuronsiure

Arabinose, Rhamnose,
Galaktose, Glucose
Mannose, Glucuronsiure

Arabinose, Xylose
Rhamnose, Fucose
Galaktose, Glucose
Galakturonsiure

Arabinose, Xylose,
Rhamnose, Fucose
Galaktose, Glucose,
Mannose, Galakturon-
sdure

Arabinose, Xylose
Rhamnose, Fucose
Galaktose, Glucose
Gluconsdure, Galakturon-

sdure

Mannuronsdure, Guluron-
sdure, Galakturonsdure

Stirke + Agar o. Carrageen

Guar o. Johannisbrotkermehl

Guar o.Johannisbrotkernmehl + Agar

Starke + Guar o. Johannisbrotkern-
meh!

Stiarke + Agar o. Carrageen + Guar o.
Johannisbrotkernmehl

Pectin

Algin

Gummi arabicum
Gummi arabicum + Agar o.
Carrageen

Gummi arabicum + Guar o.
Johannisbrotkernmehl

Gummi arabicum + Guar o. Johan-
nisbrotkernmehl + Agar o.
Carragen

Gummi arabicum + Guar o.
Johannisbrotkernmehl + Stérke
Gummi arabicum + Guar o. Johan-
nisbrotkernmehl + Stirke + Agar
o. Carrageen

Traganth

Traganth+ Agar o. Carrageen

Traganth + Stidrke

Traganth + Pectin

Traganth 4 Guar o. Johannisbrot-
kernmehl

Traganth + Guar o. Johannisbrot-
kernmehl

Traganth + Guar o. Johannisbrot-
kernmehl+ Agar

Traganth + Stirke + Guar 4+ Johan-
nisbrotkernmehl

Traganth + Pectin

Traganth + Stérke + Pectin

Traganth 4 Gummi arabicum

Traganth + Gummi arabicum -+ Pectin

Traganth + Stdrke + Gummi
arabicum etc.

Algin + Pectin

Enzymatische Methoden. Diese Methoden sind nur be-
schriankt anwendbar, da in den meisten Fillen das Po-
lysaccharidhydrolysat aus einem Gemisch von mehre-
ren Monosacchariden besteht und nur fiir wenige von
ihnen die zur Analyse notwendigen spezifischen Enzy-
me allgemein erhéltlich sind. Ein praktikables Beispiel
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hierfiir ist die quantitative Bestimmung von Glucose,
Mannose und Galaktose nebeneinander in dem Hydro-
lysat cines Gemisches von Stirke und Galaktomannan
f13].

Die Ergebnisse der qualitativen und der quantitati-
ven Bestimmung der Einzelbausteine geben einen Auf-
schluB iiber die Art des vorliegenden Polysaccharids.
Hierzu sind in Tabelle 3 Kombinationen von Polysac-
chariden zusammengestellt, die bei gegebener Einzel-
bausteinzusammensetzung vorliegen konnten. Die Ta-
belle erhebt allerdings keinen Anspruch auf Vollstin-
digkeit.

2. Trennung der isolierten Polysaccharide
in neutrale und in saure Verbindungen

Wenn sich durch die Einzelbausteinzusammensetzung
das Polysaccharid nicht eindeutig identifizieren 148t
wird man als néchsten Schritt eine Trennung in neutra-
le und in saure Verbindungsgruppen durchfiihren. Dies
geschicht mittels Passage der gepufferten neutralen
wissrigen Losung des Polysaccharids durch eine Siule,
die mit DEAE-Celluloseionentauscher gefiillt ist.
Dann wird mit neutraler Phosphatlésung eluiert. Im
Eluat befinden sich die neutralen Verbindungen Stir-
ke, Guar, Johannisbrotkernmehl und Agar. Die sauren
Verbindungen Algin, Pectin, Gummi arabicum, Carra-
geen werden am Ionentauscher festgehalten und da-
nach mit 0,1 n-NaOH von dem Tréger eluiert. Von den
Substanzen in beiden Fraktionen werden dann die Ein-
zelbausteine qualitativ und quantitativ bestimmt (An-
hang, Abschn. 11.4).

Wird der Analysengang bis zu diesem Punkt durch-
gefiihrt, so lassen sich bereits viele der in der Praxis vor-
kommenden Dickungsmittel eindeutig identifizieren.
Hierzu sind in Tabelle 4 wieder sowohl fiir die Gruppe
der necutralen wie auch der sauren Polysaccharide
Kombinationen angegeben, welche bei vorgegebener
Einzelbausteinzusammensetzung moglich sein kénn-
ten.

3. Methylierungsanalyse

Es gibt in der Praxis Fille, wo auch die vorstehende
Gruppentrennung nicht fiir eine eindeutige Identifizie-
rung der Polysaccharide ausreicht. Als ein weiteres Un-
terscheidungskriterium bietet sich an, durch eine Me-
thylierungsanalyse die Art der Verkniipfung der Mo-
nosaccharidbausteine untereinander festzustellen.

Hierzu werden die freien Hydroxylgruppen des Po-
lysaccharids methyliert, das methylierte Polysaccharid
mit Sdure hydrolisiert und die entsprechenden O-Me-
thylzucker durch Diinnschicht- oder Gaschromatogra-
phie getrennt und identifiziert (vgl. Anhang Abschn.
11.5.).
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Tabelle 4. Méglichkeiten der Polysaccharidkombination bei gegebe-
ner Einzelbausteinzusammensetzung nach der Trennung in saure

Tabelle 5. Ungefidhrer Zeitbedarf fiir die einzelnen Schritte des
Analysenganges

und neutrale Polysaccharide

- . Analysenschritt Zeit
Einzelbausteine Polysaccharide in Std
Neutrale Fraktion Isolierung des Polysaccharids aus den Lebensmitteln 5
Glucose Stirke (Entfettung, Extraktion mit H,O, Fiillung mit
Galaktose Agar methanolischer Ammoncarbonatldsung)

Galaktose, Mannose Guar o. Johannisbrotkernmehl Entfernung des mitgefillten Proteins:
Guar o. Johannisbrotkernmehlt Ameisensduremethode 4
+ Agar Enzymatische Methode 30
Glucose, Galaktose, Stirke+ Guar o. Johannisbrot- Bestimmung der Einzelbausteine
Mannose kernmehl Saure Hydrolyse ) 24
Stirke + Guar o. Johannisbrotkern- Methanolyse und Borhydridreduktion 8
mehl + Agar Enzymatische Analyse 4
Diinnschichtchromatographie 2
Saure Fraktion Gaschromatographie 2
Galaktose Carrageen Trennung in neutrale und in saure Produkte 8
Galakturonsiure Pectin (DEAE-Zelluloseionentauscher)
(eventl. geringe Mengen Methylierungsanalyse 16
Arabinose, Rhamnose,
Galaktose, Glucose)
Galaktose, Galakturonsdure Carrageen + Pectin

Rhamnose, Arabinose
Galaktose, Glucuronsidure

Rhamnose, Arabinose
Galaktose, Glucuronséiure
Galakturonsiure

Arabinose, Xylose
Rhamnose, Fucose,
Glucose, Galaktose,
Galakturonsdure

Arabinose, Xylose,
Rhamnose,k Fucose,
Glucose, Galaktose,
Glucuronsiure,
Galakturonsdure

Mannuronsdure
Guluronsdure

Mannuronsiure
Guluronsiure
Galakturonsédure
etc,

Gummi arabicum
Gummi arabieum + Carrageen
Gummi arabicum + Pectin
Gummi arabicum + Pectin
+ Carrageen
Traganth
Traganth + Carrageen
Traganth + Pectin
Traganth + Pectin + Carrageen
Traganth + Gummi arabicum
Traganth + Gummi arabicum
+ Pectin
Traganth + Carrageen + Pectin
+ Gummi arabicum
Algin

Algin + Pectin

Durch die Methylierungsanalyse war es u.a. mog-
lich, die Gemische Agar-Guar und Traganth-Gummi

arabicum einwandfrei zu identifizieren [14].

Der Zeitbedarf ist fiir die in der Praxis verwendeten
Methoden ein sehr wichtiger Faktor. Fiir das vorlie-
gende Verfahren sind auf Grund unserer bisherigen ex-
perimentellen Erfahrungen diesbeziigliche Richtwerte
fiir die einzelnen Analysenschritte in der Tabelle 5 zu-
sammengestellt.

Fiir eine komplette Analyse der polysaccharidhalti-
gen Dickungsmittel in Lebensmitteln (ohne Permethy-
lierung oder enzymatischen EiweiBabbau) werden
durchschnittlich 16-24 Std benétigt, was etwa 2-3 Ar-
beitstagen entspricht.

Tabelle 6. Beispicle fiir die praktische

Anwendung der Analysen-

methode
Lebensmittelprobe  Bausteinanalyse Identifiziertes
Dickungsmittel
Eispulvermischung  Galaktose Johannisbrotkernmehl
Mannose
Mannuronsdure Alginat
Guluronsédure
Calorienvermind. Glucose Stérke
Trockensuppe
Galaktose Johannisbrotkernmeht
Mannose
Mannuronsiure Alginat
Guluronsiure
Kutterhilfsmittel Glucose Stérke
Galaktose Johannisbrotkernmehl
Mannose
Mannuronsdure Alginat
Guluronséure
Galakturonsiure Pectin
Joghurt Mannose Johannisbrotkernmehl
Galaktose
Butterkise Galaktose Carrageen
Doppelrahmkise Mannose Guar
Galaktose
Calorienarme Galaktose Johannisbrotkernmehl
Erdbeermarmelade Mannose
Mannuronsidure Alginat
Guluronsdure
Galakturonsdure Pectin
Instant Kakaopulver Glucose, Mannose natiirlich
Galaktose, Xylose vorkommende
Galakturonsédure, Polysaecharide
Rhamnose,
Fucose
Arabinose
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Die Analysenmethode wurde an einer Reihe von
Lebensmitteln erfolgreich erprobt. Eine Zusammen-
stellung hieriiber ist in der Tabelle 6 angegeben.
Schwierigkeiten sind nur dort aufgetreten, wo die dik-
kungsmittelfreien Lebensmittel auBer Stirke noch an-
dere wasserlGsliche Polysaccharide enthalten (z. B. Ka-
kaoerzeugnisse). Diese konnen dann bei entsprechen-
der Bausteinzusammensetzung die Anwesenheit von
Dickungsmittel vortduschen.

Anhang

Abschnitt 1: Isolierung des Polysaccharids
aus den Lebensmittelproben

1. Extraktion

Probe mit Petrolidther vollstdndig entfetten; sind groBere Mengen an
Emulgatoren vorhanden, eine weitere Extraktion mit Chloroform
anschlieBen (z. B. bei Mayonnaisen oder Speiseeispulver); 10-50 g
des trockenen und entfetteten Materials mit 100-250 m] destilliertem
Wasser 3 Std lang im siedenden Wasserbad digerieren; zentrifugie~
ren; klare Losung im Vakuum auf etwa 50 ml einengen; mit der 15 fa-
chen Menge ammoniumcarbonatgeséttigtem Methanol fillen; zen-
trifugieren; Riickstand mit 80%igem Methanol waschen.

2. Entfernung des mitgefillten Eiweifles

a) Mit Ameisensiure. Etwa 200 mg Rohpolysaccharid in 10 ml 90%-
iger Ameisensiure suspendieren und unter Rithren 30 min lang im
Thermostaten bei 50 °C erwirmen; abkiihlen; 90 ml Methanol, 0,5%
Ammoniumchlorid enthaltend, hinzufiigen; Niederschlag abzentri-
fugieren und mit 80%igem Methanol waschen.

b) Durch enzymatischen Abbau. 200 mg des Rohpolysaccharids in
10 mi 0,5 m-Trispuffer pH 7,5 16sen, mit 10 mg Pronase E versetzen
und 24 Std lang bei 40 °C inkubieren. Danach die Lsung mit am-
moncarbonatgesittigtem Methanol féllen, Niederschlag abzentrifu-
gieren, mit Methanol waschen.

Abschnitt II: Identifizierung

1. Zerlegung der Polysaccharide

a) Hydrolyse mit 2 n-Trifluoressigsiure. 10 mg Polysaccharid in ei-
nem Derivatisierungsréhrchen mit 2 ml 2 n-Trifluoressigsdure 1 Std
lang bei 120 °C erhitzen. AnschlieBend nach der Abkihlung die Lé-
sung bei 50 °C im Rotationsverdampfer zur Trockene eindampfen.

b) Hydrolyse mit n-Schwefelsiure. 10 mg Polysaccharid in 10 ml n-
Schwefelsdure 3 Std lang unter RiickfluBkiihlung kochen; die L§-
sung abkiihlen; mit etwa 10 m! dest. Wasser verdiinnen; zu der L&-
sung solange 0,5 n-Ba(OH), zutropfen lassen, bis kein Niederschlag
mehr entsteht; abfiltrieren; iiberschiissige Ba-Ionen mittels Passage
durch einen Kationentauscher entfernen; Eluat im Vakuum bei
50 °C zur Trockene eindampfen (H*-Form).

c) Methanolyse. 20 mg uronsdurchaltiges Polysaccharid in einem
Derivatisierungsrohr mit 3 ml methanolischer 2 n-HCI 4 Std lang
auf 120 °C erhitzen; nach dem Abkiihlen Reaktionsmischung im Ro-
tationsverdampfer zur Trockene eindampfen und den Riickstand
dreimal mit Methanol abdampfen.

2. Dimnschichtchromatographie

Vorschrift a). Schichtmaterial: Hochreine Cellulose. Laufmittel: n-
Butanol/Pyridin/Wasser 3+2+1,5 v/v; doppelter Lauf; Spriihrea-
gens: Anilinphthalat

Vorschrift b). Schichtmaterial; Kieselgel (Fertigplatten). Laufmittel:
Athylacetat/Methanol/Wasser 68 +23 +9 v/v (Durchlaufverfahren);
Sprithreagens Anilin/Diphenylamin/Phosphorsiure

3. Gaschromatographie

a) Monosaccharide. Aliquoten Teil des Hydrolysats (ungefdhr 10 mg
Gesamtzucker enthaltend) vollstdndig zur Trockene eindampfen;
trockenen Riickstand mehrmals mit einem Gemisch Athanol/Benzol
abdampfen, um das Wasser vollstdndig zu entfernen; Riickstand in
0,5ml Pyridin mit 10 mg Hydroxylaminhydrochlorid aufnehmen,
Mischung 30 min lang auf 90 °C erhitzen; nach dem Abkiihlen 1,5 ml
Essigsdureanhydrid hinzufiigen; wiederum 30 min lang auf 90 °C er-
hitzen; nach dem Abkiihlen iiberschiissiges Reaktionsgemisch im Va-
kuum abdampfen und den Riickstand in Chloroform aufnehmen.

b) Uronsduren. Riickstand der Methanolyse (ILLc) in Sml dest.
Wasser anfnehmen, Losung mit Ammoniumhydroxyd auf pH 8 ein-
stellen; 100 mg NaBH, unter Rithren hinzufiigen; 2 Std bei Zimmer-
temperatur riihren; danach zu der Lésung solange Kationentauscher
geben (H*-Form), bis keine Gasentwicklung mehr eintritt, anschlie-
Bend die Losung noch auf eine kleine Kationentauschersiule geben
und mit 50 ml dest. Wasser eluieren; Eluat im Vakuum zur Trockene
eindampfen und den Riickstand dreimal mit absolutem Methanol
abdampfen, um die Borsdure zu verfliichtigen.

Riickstand mit 2 n-Trifluoressigsdure 1 Std auf 100 °C im ge-
schlossenen Derivatisierungsrohrchen erhitzen, um die Methylglyko-
side zu spalten. AnschlieBend die erhaltenen Monosaccharide in die
Aldonitrilacetate iiberfiihren.

Gaschromatographische Trennbedingungen

Sdule: Stahlsdule 2m; 3% Neopentylglykolpolysuccinat auf
Chromosorb WAW; 100-120 mesh. — Trégergas: He, 30 ml/min, —
Temperatur: 190-230 °C, 2 °C/min

4. Gruppentrennung
in neutrale und in saure Polysaccharide

Etwa 20-50 mg isoliertes Polysaccharid in wenig 0,067 m-Phosphat-
puffer (pH 7,2) 16sen, die Losung durch eine Siule, gefiillt mit
DEAE-Celluloseionentauscher (PO,-Form) passieren lassen; mit
0,067 m-Phosphatpuffer eluieren; Eluat enthélt die neutralen Poly-
saccharide Stédrke, Johannisbrotkernmehl, Guar und Agar; anschiie-
Bend Elution mit 0,1 n-NaOH. Eluat enthilt die sauren Polysaccha-
ride Algin, Pectin, Gummi Arabicum, Traganth und Carrageen.

Das alkalische Eluat wird sofort neutralisiert. Beide Eluate wer-
den dann durch Ultrafiltration von den anorganischen Ionen befreit
(Amicon Filter UM 10). Die jeweils in der Ulirafiltrationszelle zu-
riickbleibenden Losungen werden im Vakuum eingedampft, die
darin enthaltenen Polysaccharide nach II.1. in die Einzelbausteine
zerlegt und nach I1.1. und I1.2. identifiziert.

5. Methylierungsanalyse [Vorschrift nach Hakomori (15)]

50 mg Polysaccharid in 20 ml wasserfreiem Dimethylsulfoxid in ei-
nem verschlossenen Schliffkolben bei Raumtemperatur 24 Std rith-
ren (Magnetriihrer), dann 200 mg frisches Natriumhydrid im Verlauf
von 2 Std in kleinen Portionen zugeben; danach 1 ml Methyljodid zu-
flieBen lassen und solange riihren, bis eine klare Lésung entsteht; die-
se fiber Nacht gegen flieBendes Wasser dialysieren; dialysierte L&-
sung im Vakuum eindampfen und den Riickstand iiber P,O, im Va-
kuum trocknen. Gegebenenfalls die Prozedur wiederbolen, um sicher
zu sein, daBl die Methylierung vollstindig ist.

Trockenen Riickstand mit n-Schwefelsdure nach I1.1. hydroly-
sieren, die entstehenden Methylzucker in die Aldonitrilacetate iiber-
fithren und diese gaschromatographisch trennen. Hierzu sind bereits
Capillarsdulen notwendig.
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Trennbedingungen
Sdule: SCOT-Diinnschichtsidule, Stahl 15m beschichtet mit

Neopentylglykolpolysuccinat, Splitverhdltnis 1:10. — Temperatur:
175-200 °C, 1 °C/min. — Trigergas: He, 3 ml/min
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