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методу анализа смеси углеводов с использованием ионнообмеиных смол.
Разделение углеводов по этому методу основано на трех основных прин-
ципах: II) ионный обмен, 2) адсорбция и гельфильтрация, 3) распредели-
тельная хроматография. Применение ионообменных смол позволяет полу-
чить четкие качественные и количественные результаты, причем возможна
автоматизация процесса анализа. Метод отличается большой надежностью,
высокой чувствительностью и хорошей воспроизводимостью.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Одной из основных проблем химии углеводов является разделение
сложных смесей моно-и олигосахаридов, идентификация и количествен-
ное определение их компонентов. Для решения этой задачи широко ис-
пользуются разнообразные хроматографические методы. Здесь, прежде
всего, следует отметить хроматографию на бумаге 1·2, распределительную,
колоночную хроматографию на целлюлозе3, адсорбционную колоночную
хроматографию с использованием смеси угля с целитами4, газожидкост-
ную хроматографию 5~8. Менее распространена тонкослойная хроматог-
рафия углеводов9·10, хотя во многих случаях она дает очень хорошие
результаты ш. Интересно также отметить, что в настоящее время достиг-
нуты большие успехи в разделении и количественном определении угле-
водов хроматографией на ионообменных смолах, однако этот метод еще
не .привлек должного внимания исследователей. Разделение углеводов с
помощью ионообменных смол зависит от трех различных процессов:
1) ионного обмена, 2) адсорбции на ионообменных смолах и 3) распре-
деления между водной фазой смолы и органической подвижной фазой.
Тем не менее во многих случаях лишь один из них играет определяющую
роль, и, таким образом, можно условно рассматривать отдельно ионооб-
менную, адсорбционную и распределительную хроматографию на ионо-
обменных смолах.

U. ИОНООБМЕННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ

1. Хроматография нейтральных углеводов

Впервые метод ионообменной колоночной хроматографии для разде-
ления нейтральных моносахаридов был предложен в начале 50-х го-
дов1 1· 12. Хорошо известно, что борат-ион реагирует с содержащими вици-
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нальные гидроксильные группы углеводами с образованием отрицательно
заряженных углевод-боратных комплексов. Было установлено, что можно
добиться вполне удовлетворительного разделения смеси углеводов на
сильноосновных анионитах, таких как Дауэкс 1, если проводить хрома-
тографию в боратных буферах и . Этим методом были разделены маннэза
и фруктоза, арабиноза и ксилоза, сахароза и мальтоза. Следует, однако,
отметить, что недостатком метода являются слишком большие объемы
элюатов (до 1,5 л), несмотря на то, что при этом используются сравни-
тельно небольшие колонки (0,5X11 см). Впоследствии для хроматогра-
фического разделения боратных комплексов углеводов были использова-
ны различные ионообменники и модификации метода 1 2~2 0.

В 1959 г. Накамура и Мори 1 3 описали разделение углеводов в 50%-
ном эталоне ионообменной хроматографией с использованием вышеука-
занного принципа. Чтобы преодолеть основной недостаток метода (боль-
шие объемы элюатов), Галлен и проводил элюцию растворами более вы-
сокой ионной силы (0,01—0,03 Μ растворами буры), анализируя фрак-
ции с помощью уксуснокислого анилина 15. Метод отличается высокой
чувствительностью (пригоден для разделения и определения микрограм-
мовых количеств углеводов) и может быть непосредственно исполазован
для количественного анализа гидролизатов. Однако, к сожалению, при
использовании этого способа в ряде случаев не удается достичь удовлет-
ворительного разделения. В частности, манноза элюируется с ликсозой,
рибоза с фукозой, арабиноза с галактозой и ксилоза с глюкозой. Были
предприняты попытки улучшить систему Галлена путем разделения бо-
ратных комплексов нейтральных Сахаров при повышенной температуре
(50°), рН 6,8 16 с использованием анионита Дауэкс 2X8 в боратной фор-
ме. Анализ фракций осуществлялся с помощью уксуснокислого анилина
по специально разработанному методу 17. Авторам удалось достичь хо-
рошего разделения смеси рамнозы, маннозы, фукозы, галактозы и глюко-
зы. Данная модификация метода отличается хорошей воспроизводимо-
стью, позволяет проводить количественный анализ гидролизатов и была
успешно применена для анализа моносахаридного состава ряда глико-
протеинов 17. Автоматический анализ элюатов 18~20 и применение специ-
ального анионита20 позволяет преодолеть ряд недостатков метода и
достичь разделения 12—15 моно- и олигосахаридов. Ионообменные смо-
лы были применены также для разделения полиолов, для которых бу-
мажная хроматография дает неудовлетворительные результаты. Наибо-
лее широкое распространение получил метод разделения полиолов з виде
боратных комплексов на сильноосновных анионитах в боратной фор-
ме 2 1 ' 2 2 , что дает возможность анализировать достаточно сложные смеси
указанных соединений.

2. Хроматография кислых углеводов

Хроматография сахарных кислот с использованием ионообменных
смол описана в ряде работ 1 4 · 2 3- 3 4 . В качестве омол при этом используют-
ся главным образом сильноосновные ионообменники. Ввиду неустойчи-
вости уроновых кислот в щелочной среде (особенно при повышенных тем-
пературах) при хроматографии следует избегать высоких значений рН.
Дзевятковский 2 9 использовал для разделения уроновых кислот анионит
Амберлит 'IRA 401X2 (в ацетатной форме) с размером частиц 200—400
меш в колонке 0,9X36 см. Элюирование проводили ацетатным буфером
(0,1 Μ раствор ацетата натрия, рН 5,9) при постоянной скорости проте-
кания через колонку (1 мл/5 мин). При этом наблюдалось удовлетвори-
тельное разделение ряда уроновых кислот и соответствующих лактонов.
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Еще более хорошие результаты получены Самуэльсоном с сотр.30-33, кото-
рые применили анионит Дауэкс 1 Х8 с очень мелкими и тщательно фрак-
ционированными частицами (вплоть до 13—17 мк) и выполняли элюцию
уксусной кислотой или растворами ацетата натрия. Лучшие результаты
были достигнуты при одновременном элюировании ацетатом натрия и
уксусной кислотой3 0·3 1. При этом наблюдается хорошее разделение до-
статочно сложной смеси уроновых кислот (рис. 1). Применение очень

ISO 300 500 мл элюата

Рис. 1. Хроматография смеси уро-
новых кислот Смола: Дауэкс. 1X8
(аыетагная форма, 15—17 мк); ко-
лонка: 6X880 мм; элюция: 1 Μ
CHjCOOH при 30° со скоростью
0,97 мл/улич, компоненты смеси:
(пэ 1,5—2 мг): 1 — О-глюкоппто-
повая кислота; 2 — 0-β-ϋ-ΐ\ικ)κοπΐι-
рапуропозил-£)-галактоза; 3 — D-
галактуроновая кислота; 4—D-ry-
луропов!ч кислота; 5—L-идуро-
новая кислота; 6 — D-маннуроно-
вая кислота; 7 — D-глюкурсновая

кислота

А.
100 200 300 ш элюата

Рис. 2. Разделение смеси некото-
рых альдобиуроновых кислот. Смо-
ла: Дауэкс 1X8 (боратная форма,
23—25 мк); колонка: 3X870 мм;
элюдия: 0,12 Μ раствор буры со
скоростью 8,45 мл/см2 мин компо-
ненты смеси: 1 — 4-0-метил-а-О-
глюкопирамуропозил (1-*-2) -D-кси-
лоза; 2 — и-£>-галактопирануроно-
знл (1-*4)-1)-ксилоза; 3 — $-D-
глюкопнрануронозил (1->-6) -D-ra-
лактоза; 4 — £>-глюкуроновая кис-

лота

мелких частиц и тщательное их фракционирование увеличивает эффек-
тивность колонок и приводит к лучшему разделению. Расход времени,
требуемый для разделения 7 уроновых кислот, составляет 10—11 час.
Для уменьшения расхода времени были использованы более крупные
частицы смолы. Однако это резко ухудшило результаты. Тем не менее
этот прием может быть полезным в ряде частных случаев, например для
разделения смеси галактуроновой и глюкуроновой кислот31. Анализ элю-
атов в этих работах проводили автоматически карбазольным или би-
хроматным методом. Известно, что карбазольная реакция дает разную
интенсивность окраски с различными уроновыми кислотами, что позво-
ляет быстро идентифицировать пики. О природе уроновой кислоты можно
судить также по величине отношения площадей пиков, полученных при
карбазольном и бихроматном методах определения. Эта величина явля-
ется .постоянной и характерной для различных уроновых кислот.

В процессе ионообменной хроматографии наблюдается вполне оп-
ределенный порядок элюции различных компонентов углеводной смеси.
Вначале элюируются нейтральные моносахариды, которые в этих усло-
виях практически не разделяются друг от друга 34, затем альдобиуроно-
вые кислоты и, наконец, простые уроновые кислоты, порядок элюции ко-
торых зависит от многих факторов и не может быть заранее предсказан.

Для разделения альдобиуроновых кислот были использованы растворы
ацетата натрия низкой концентрации 30. Затем было показано, что исполь-
зование для элюции растворов буры заметно улучшает разделение аль-
добиуроновых кислот33. Коэффициенты распределения всех уроновых и
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альдобиуроновых кислот очень быстро понижаются с увеличением кон-
центрации раствора буры. Это типично для оксикислот, образующих бо-
ратные комплексы35. Поэтому, чтобы достичь быстрого вымывания ком-
понентов смеси, можно повысить концентрацию буры в элюирующем ра-
створе. На рис. 2 в качестве примера приводится картина разделения
смеси некоторых альдобиуроновых кислот и ΰ-глюкуроновой кислоты.
Хотя углеводы элюируются довольно размытыми зонами, их разделение
вполне удовлетворительно. Знания о боратных комплексах оксикислот
очень ограничены, однако определенные корреляции между положением

да жроматограммах и структурой кислот могут быть сделаны. Одно из
правил предполагает, что коэффициенты распределения оксикислот дол-
жны возрастать с ростом числа свободных гидроксильных групп. Так,

«следует ожидать более раннего появления 4-0-метил-£>-глюкуроновои
кислоты по сравнению с D-глюкуроновой кислотой, что в действительно-
сти и имеет место. Соответственно, альдобиуроновые кислоты элюирую-
тся медленнее, чем их метилированные производные.

Изучение влияния скорости протекания злюирующего раствора на
разделение альдобиуроновых кислот показало, что резкое уменьшение
скорости протекания приводит лишь к незначительному сужению ПИКОЕ,
поэтому в ионообменной хроматографии альдобиуроновых кислот можег
быть с успехом попользована достаточно высокая скорость элюции.

При повышении температуры разделение улучшается, однако при
этом заметно ускоряется деградация альдобиуроновых кислот. Исполь-
зование автоматического анализатора фракций значительно ускоряет и
упрощает процесс. Кроме того, автоматический анализ фракций позволя-
ет более точно определять положение пиков на хроматограммах. При этом
оказывается, что отклонение положения пиков уроновых «ислот на хро-
матограммах не превышает 2%. Характерное для каждой из кислот по-
ложение пиков можно с успехом использовать для идентификации.

Разделение альдоновых и альдО'бионовых кислот с помощью аниони-
тов описано Самуэльсоном 3 6^3 9. Метод успешно применен к анализу
сульфитных жидкостей41·42 и к определению концевых альдоновых кис-

лот в целлюлозе12 и гемицеллюлозе43.
При элюции растворами ацетата в ряду оксикислот наблюдается

•общая тенденция, заключающаяся в том, что при одинаковом числе
карбоксильных групп кислоты, содержащие большее число гидроксиль-
ных групп, элюируются быстрее кислот с меньшим числом гидроксилов 44.
Данное правило за немногими исключениями подтверждается и в ряду
альдоновых и альдобионовых кислот3 8·3 9. Эта зависимость указывает на
то, что в данном случае размеры молекул являются основным фактором,
определяющим коэффициент распределения. Исключения составляют
манноновая кислота, которая появляется среди пентоновых кислот, и D-
глицеро-^-манногептоновая кислота, имеющая более высокий коэффици-
ент распределения, чем ряд гексоновых кислот. Эти исключения из пра-
вил могут быть объяснены тем, что из-за внутримолекулярной водород-
ной связи гидратированные объемы указанных анионов меньше, чем у
других диастереомеров.

С практической точки зрения интересно отметить, что один и тот же
порядок элюции воспроизводится и при длительной работе колонок.
Анионы, отличающиеся по коэффициенту распределения на 10% и более,
могут быть успешно разделены. При элюции растворами уксусной кис-
лоты и ацетата натрия в ряду пентоновых и гексоновых кислот наблюда-

ется следующая зависимость между конфигурацией и порядком элюции:
рибо — раньше — арабо — раньше —· ксило — раньше ·— ликсо. Таким об-
разом, положение на хроматограмме может дать информацию о строении
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ряда альдоновых кислот и представляет интерес для их идентификации
даже в том случае, если заведомый образец отсутствует. Как уже указы-
валось, альдобиуроновые кислоты удерживаются смолой значительно
слабее альдоновых кислот. При элюции ацетатом натрия отмечены за-
метные различия между коэффициентами распределения мелибионовой,
лактобионовой и целлобионовой кислот, в то время как различия между
целлобионовой и мальтобионовой кислотами незначительны 38. В борат-
ной среде альдоновые кислоты появляются в следующем порядке: ксило-
новая, арабоновая, манвоновая, глюконовая, галактоно:вая 3 6 · 3 8 . Сравне-
ние результатов хроматографии в боратнои среде и в ацетатной показы-
вает, что боратные растворы предпочтительнее в случае сложной смеси
альдоновых кислот; хорошо разделяются и альдобионовые кислоты. Од-
нако в боратнои среде последние элюируются практически одновременна
с альдоновыми кислотами. Поэтому при необходимости разделить смеси
альдоновых и альдобионовых кислот следует вначале предварительна
разделить кислоты на группы в ацетатной среде, а уж затем использовать,
боратный метод для анализа компонентов в отдельных группах. Пер-
спективным методом является хроматография на ионообменной бумаге,
которая позволяет сочетать положительные стороны ионообменной и бу-
мажной хроматографии. Метод был успешно применен Эртелем25, кото-
рый использовал анионообменную бумагу для разделения уроновых кис-
лот, лактонов и глюкуронидов и получил вполне удовлетворительные·
результаты, несмотря на то, что равновесие между кислотой и соответ-
ствующим лактоном усложняет хроматографическую картину. Можно
отметить также применение катионообменных бумаг в Н+ форме для раз-
деления сахарных кислот24. Однако в данном случае ионообменник иг-
рает роль кислоты, которая используется в проявляющих системах при:
бумажной хроматографии, чтобы избежать образования «хвостов». Та-
ким образом, использование ионного обмена позволяет анализировать-
смеси практически любых классов моно- и олигосахаридов.

III. АДСОРБЦИОННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ

Результаты, полученные рядом исследователей по адсорбции много-
атомных спиртов ионообменными смолами 45~48, указывают на то, что
последние могут быть использованы для разделения углеводов колоноч-
ной хроматографией. С ростом размеров молекулы уменьшается их срод-
ство к ионообменным смолам, и, таким образом, большие молекулы дол-
жны элюироеаться с ионообменных смол в первую очередь. Этот порядок
нарушается, однако, для метилированных производных углеводов так, что
наиболее метилированные производные элюируюгся водой с колонок
последними 4 9 · 5 0 . Несомненное влияние оказывает также эффект «моле-
кулярных сит» и поэтому определенное значение имеет процент попереч-
ных сшивок в смоле и солевая форма, в которой смола используется для
хроматографии. Для разделения смеси углеводов применялись как ка-
тиониты 4 М 5 , так и аниониты56-58. В качестве элюирующего растворите-
ля во всех случаях использовалась вода. Лучшие результаты при приме-
нении катионитов получены на Дауэк'С-50'W (2—8% дивинил бензола) в·
различных солевых формах. Бариевая форма5 0 была использована для
разделения моносахаридов. В одной из ранних работ51 описано успешное
разделение D-ксилозы и L-арабинозы на Дауэкс-бОи^ (Са 2+-форма).
С помощью этой смолы β литиевой форме 5 2 были разделены смеси оли-
госахаридов или метилированных моносахаридов. Эта форма смолы бы-
ла применена также для хроматографии смеси рафинозы, сахарозы и
глюкозы "э-5 2. При этом наблюдалось удовлетворительное разделение
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лишь в соответствии с молекулярными весами, четко разделить смеси
близких углеводов не удалось. Более удовлетворительные результаты по-
лучены неда;вно с использованием той же ионообменной смолы в калие-
вой форме 53~55. Этот метод позволил провести фракционирование оли-
госахаридов в соответствии с молекулярными весами и препаративное
разделение ряда смесей заведомых образцов моносахаридов. Особенно
хорошо разделялись моносахариды и их производные, в частности, глю-
коза и ее моно- и диизопропилиденовые производные. Использование
анионитов не дало существенных преимуществ по сравнению с катиони-
тами. На анионите Амберлит IRA-400 (ОН~-форма) были разделены
восстанавливающие и невосстанавливающие сахара56. Смесь рафинозы,
сахарозы и глюкозы была фракционирована на основной смоле De-Acidi-
te FF, а на смоле Дауэкс-1 было достигнуто предварительное разделение
гликозидов58.

Вышеописанная методика фракционирования моно- и олигосахаридов
с помощью ионообменных смол во многом аналогична гельфильтрации.
на сефадексах и биогелях. Метод отличается быстротой ,и экономичностью
и является полезным дополнением к другим методам разделения угле-
водных смесей 55.

IV. РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ

Распределительной хроматографии углеводов на ионообменных смо-
лах посвящено фундаментальное исследование Самуэльсона с сотруд-
никами.

Предварительные работы по изучению сорбции моносахаридов и по-
лиолов из водноспиртовых растворов ионообменными смолами 59~61 пока-
зали, что последние могут быть с успехом использованы для распреде-
лительной хроматографии углеводов. Ранние попытки6 2·6 3 дали обнаде-
живающие результаты, после чего метод получил дальнейшее развитие в
работах последних лет.

Так как диффузия углеводов внутрь частиц смолы происходит медлен-
но, для хроматографии применяют смолы очень тонкого помола. Ско-
рость сорбции быстро уменьшается с ростом концентрации этанола,
поэтому слишком высокие концентрации последнего могут приводить к
неудовлетворительному разделению. Уменьшение скорости протекания
элюирующего раствора приводит к получению более острых пиков и
заметно улучшает разделение. Более высокая скорость элюции допусти-
ма при разделении небольших количеств углеводов 6 4 · 6 5 . При распредели-
тельной хроматографии на ионообменных смолах моносахариды элюиру-
ются раньше дисахаридов, а те, в свою очередь, появляются раньше выс-
ших олигосахаридов. До настоящего времени во многих работах для
распределительной хроматографии углеводов использовались сильноос-
новные аниониты со стирол-дивинилбензольной матрицей (Дауэкс-1, Да-
уэкс-21, Т4, Т5В и т. д.) в сульфатной форме с самым различным разме-
ром частиц. Так, используя колонку (10X840 мм) с Дауэкс-1 Х8 в суль-
фатной форме с размером частиц 45—75 мк и элюцию 74%-ным этанолом,
Самуэльсон и Свенсон6 4·6 5 успешно разделили глюкозу и сахарозу. При
делении более сложных смесей они применяли ступенчатую градиентную
элюцию. Рис. 3 демонстрирует разделение углеводов по молекулярным
весам этим способом.

Использование смолы в хлоридной форме6 б обычно резко ухудшает
результаты. Тем не менее манноза и ксилоза хорошо разделяются и в
этом случае. В ряде работ описана хроматография моносахаридов на
сильноосновных смолах в бисульфитной форме 6 6 · 6 7. Метод обеспечивает
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хорошее отделение кетоз от альдоз. Описано применение сильноосновных
анионитов с более полярными матрицами, в частности, использовался
декстран, содержащий в качестве ионообменных групп четвертичные ам-
мониевые ионы68. В ряде случаев это приводит к улучшению разделения,
однако каких-либо принципиальных отличий не наблюдается. Для рас-
пределительной хроматографии углеводов были успешно использованы и
катиониты 6 9 · 7 0 .

Анализ фракций первоначально 6 4 · 6 5 проводили с помощью фенолсер-
ного метода, затем стали применять автоматический анализатор фрак-
ций 6 5 ' 6 9 · 7 1 · 7 2 , при использовании которого часть элюата и реагенты вво-
дятся в анализирующую систему с помощью пропорционирующего насо-

са. Автоматический анализ
позволяет получать хорошо
воспроизводимые результа-
ты.

Для выяснения возмож-
ности разделения различных
углеводов определяются по-
ложения пиков на хромато-
грамме и рассчитываются
коэффициенты распределе-
ния (Dv)

 66. Небольшие ко-
лебания в положении пиков

Рис. 3. Разделение смеси углеводов по молекуляр-
ным весам. Смола: Д а у э к с 1X8 (сульфатная фор-
ма, 45—75 мк)\ колонка: 10X840 мм; градиентная
элюция спиртовыми растворами со скоростью
0,8 мл/си2 мин при 28°. Компоненты смеси: / —
глюкоза; 2 — сахароза; 3 — рафиноза; 4 — стахио-

за; 5 — вербаскоза

5oc ίΰΰο ?5θο гот
7f%itW Η β % EtOH

могут наблюдаться в зави-
симости от скорости протека-
ния и концентрации элюиру-
ющего растворителя и тем»
пературы элюции. Однако
отношения между коэффи-
циентами распределения
различных углеводов в мень-

шей степени зависят от условий эксперимента. Поэтому для иден-
тификации различных углеводов можно использовать величины отноше-
ний их коэффициентов распределения и коэффициента распределения
какого-либо выбранного в качестве стандарта моносахарида. Сорбция са-
харов анионитами зависит от ряда факторов. Одним из них является
распределение между ассоциированной со смолой водой и элюирующим,
менее полярным растворителем 59. Влияние этого фактора должно приво-
дить к увеличению коэффициента распределения с увеличением числа
гидроксильных ,и уменьшением числа неполярных групп а углеводе. Мож-
но ожидать при этом увеличения коэффициента распределения в ряду:
тетрозы < пентозы < гексозы, причем дезокси- и метилированные про-,
взводные должны иметь меньшие коэффициенты распределения, чем
соответствующие нормальные сахара. Однако помимо этого фактора
важную роль играет также взаимодействие углевода с мат-риксом и ионо-
обменными группами смолы, которое может изменить приведенный выше
порядок элюции66. Таким образом, в настоящее время порядок злюции
внутри каждой группы углеводов не может быть установлен a priori и
определяется лишь эмпирически. Следует отметить, что в большинстве
случаев распределительная хроматография углеводов на ионообменных
смолах дает достаточно хорошее разделение, что позволяет проводить
количественные определения. Единственным фактором, ограничивающим
•применение этого метода, является чрезвычайно низкая скорость диффу-
зии внутрь частиц смолы. Поэтому необходимо применять очень мелкие
•и, по возможности, более пористые частицы. Так, при использовании
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смолы с диаметром частиц 45—75 мк наблюдается лишь частичное раз-
деление глюкозы и сахарозы, в то время как частицы размером 15—
40 мк дают полное разделение73. Применение мелких частиц позволяет
анализировать и моносахариды73, причем можно добиться количествен-
ного разделения моно- и олигосахаридов73·74. Качество анализа в зна-
чительной степени зависит от тщательности фракционирования смолы.
Увеличение концентрации этанола также улучшает результаты, если
уменьшение скорости диффузии, имеющее место при этом, компенсиро-
вать уменьшением размеров частиц смолы. Для того, чтобы в этом слу-
чае избежать резкого возрастания
сопротивления колонки и сокра-
тить время анализа, предложено
использовать смесь ионообменной
•смолы с целитом75. В целом ряде
работ 6 6 · 6 9 ' 7 0 · 7 2 показано, что ко-
эффициенты распределения боль-
шинства углеводов в водноспир-
товых смесях заметно отличаются
друг от друга. На рис. 4 приведе-
на картина разделения смеси 12
моносахаридов на анионите в
сульфатной форме. Качество
разделения позволяет произво-
дить количественный анализ. Не-
большое перекрывание пиков рам-
нозы с фукозой и арабинозы с

Рис. 4. Анализ смеси моносахаридов распре-
делительной хроматографией на анионите.
Смола: Дауэкс-21К (сульфатная форма, 1 —
16 мк); колонка: 6X760 мм; элюция
86'Уэ-ным этанолом со скоростью 0,9 мл/см2

мин при 75°; компоненты смеси (0,05—
0,3 мг): 1 — днгитэксоза; 2 — 2-дезокси-ри-
боза; 3 — 2-дозокси-галактоза; 4 — рамнеза;
5 — фукоза; 6 — рибоза; 7 — ликсоза; 8 —
арабиноза; 9 — ксилоза; 10— маиноза; // —

галактоза; 12 — глюкоза

ликсозои не сказывается на его
результатах и, кроме того, может
-быть устранено повышением кон-
центрации этанола или увеличе-
нием размеров колонки. Установ-
лено76, что при количественном
определении моносахаридов, присутствующих в гидролизатах древеси-
ны, распределительная хроматография на анионитах с автоматическим
определением концентрации Сахаров в элюатах является более удобным
и точным методом, чем. бумажная хроматография. Использование орци-
нового метода и тщательно фракционированного анионита Т5В (раз-
мер частиц 10—15 мк) в сульфатной форме дало возможность
разработать автоматический микрометод для анализа смеси мо-
носахаридов с содержанием 6—30 мкг каждого компонента77.
•Распределительная хроматография на анионитах была использована
также для разделения метилгликозидов и метилированных производных
моносахаридов78. Было найдено, что оптимальным для элюции является
'94%-ный этанол (по весу), обеспечивающий полное разделение ряда
вышеуказанных производных78. Хорошее разделение моносахаридов до-
стигнуто на катионите Дауэкс-50\У X 8 с очень мелким размером частиц
(14—17 мк) при элюции смесями этанол — вода 69· 70. Ионная форма ка-
тионита оказывает большое влияние на коэффициенты распределения.
Для моносахаридов последние заметно возрастают в ряду Li < Na < Κ·
Для всех Сахаров и ионных форм катионообменной смолы коэффициенты
распределения понижаются с повышением температуры. Этот факт на-
ходится в соответствии с результатами, полученными на анионитах71.
За небольшим исключением коэффициенты распределения возрастают с
увеличением числа гидроксилов в моносахариде. Одна из типичных хро-
:матограмм приведена на р.ис. 5, из которого видно, что на катионите до-
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стигается очень хорошее разделение 7 различных моносахаридов, в том
числе рамнозы и 2-дезоксиглюкозы, не разделяющихся на анионитах в
сульфатной форме. Кроме того, в отличие от анионитов, на кагионитах
получены хорошие результаты для кетоз. Литиевая форма смолы дает
лучшее разделение дезоксисахаров, чем натриевая и калиевая формы,
однако при работе на литиевой форме требуется значительно более вы-
сокое давление для поддержания постоянной скорости элюции. Одним из

20 10 мл элюшпа.

П 12

700 200 300 Ш 500,

Рис. 5. Рис. 6
Рис. 5. Разделение моносахаридов на катиоиите. Смола: Амберлит IR-120
(1Л+-форма); элюция 92,4%-ным этанолом со скоростью 1,2 мл/см2 мин при
75°. Компоненты смеси: 1 — рампоза 0,2 мг; 2 — 2-дезоксиглюкоза 0,4 мг;
3 — ксилоза 0,6 мг; 4 — арабиноча 0,4 мг; 5 — тагатоза 0,4 мг; 6 — глюкоза.

0,8 мг; 7 — галактоза 1,5 мг

Рис. 6. Анализ смеси полиолов и альдоз. Смола: Τ В (сульфатная форма,.
3—17 μ); колонка: 6X852 мм; элюция 86%-ным этанолом со скоростью
2,51 мл/см2 мин при 75,5°. Компоненты смеси: / — глицерин, 2 — эритрит,
3— ксилит, 4 — арабит, .5 — арабиноза,. 6 — ксилоза, 7 —сорбит, S —ман-

ноза; 9 — дульцит; 10— маниит; 11 — галактоза; 12 — глюкоза

существенных недостатков катионитов в сравнении с анионитами явля-
ется плохое деление глюкозы и маннозы. Распределительная хромато-
графия успешно применяется также для анализа смесей полиолов. Для
количественного определения компонентов Самуэльсон и Стремберг ~9

предложили использовать в этом случае периодатяое окисление с по-
следующим определением образующегося формальдегида с помощью
пентан-2, 4-диова. Метод позволяет проводить автоматический анализ
фракций, отличается высокой точностью, хорошей воспроизводимостью и
пригоден для микроаналитической работы. Последовательное использо-
вание о-рцинового метода, который не дает цветной реакции с полиолами,.
и периодатного окисления поз!воляет анализировать смеси, содержащие
одновременно альдозы и полиолы. Разделение различных полиолов про-
водят в условиях, которые описаны для углеводов. Типичная хромато-
грамма, полученная для полиолов ,и альдоз на колонке (8 X 852 мм) с
сильноосновным анионитом Т5В в сульфатной форме с размером частиц.
3—17 мк, приведена на рис. 6. При проявлении 86%-ным этанолом при
75,5° время анализа составляет 11 час. При этом наблюдается очень хо-
рошее разделение большинства полиолов и альдоз, и только пики дуль-
цита и манаита перекрываются, что не позволяет проводить точного ко-
личественного определения этих полиолов. Наблюдается также неполное
разделение маннозы и дульцита. Для улучшения результатов используют
элюирование более высокими концентрациями этанола и несколько бо-
лее длинные колонки. Это приводит к полному разделению дульцита и
маннозы, однако время анализа увеличивается. Для сокращения расхода
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времени требуется очень тщательное фракционирование смолы. Как и в
случае альдоз, коэффициенты распределения полиолов находятся в за-
висимости от концентрации спирта и увеличиваются с ее ростом, порядок
же элюции от концентрации спирта не зависит. Более высокая емкость
смолы приводит к увеличению коэффициентов распределения к улучше-
нию разделения. Как и в случае альдоз, коэффициенты распределения
растут с ростом числа гидроксилов в полиолах. Большинство полиолов
элюируется ранее соответствующих альдоз. Исключение составляют
лишь рибит и маннит.

Для разделения полиолов были использованы и катиониты70. Лучшие
результаты дает использование смол в литиевой форме. В этом случае
также достигается хорошее разделение сложной смеси полиолов.

* *
*

Таким обрезом, применение хроматографии на ионообменных смо-
лах позволяет проводить количественное разделение очень сложных сме-
сей моносахаридов и олигосахаридов. Не вызывает сомнения, что метод
будет очень полезен в определении количественного моносахаридного
состава самых различных углеводсодержащих биополимеров, хотя воз-
можности метода в применении к анализу природных полисахаридо;В до
.настоящего времени изучены недостаточно80·81.
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