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著者らは， リグニンー炭水化物復合体(lignin-carbohydrate complexes, LCC) の研究で，その炭水化

物構成糖の分析にガスタロマトグラフィーの手法をもちいるため，分析法の検討をおこなったが，ここで

はその紡果について鰍告する。

刷物体の化学組成を研究するにあたって，遊離状あるいは加水分解によって生成する機知を定性，定量ー

することがしばしばー要求される。その目的のために，ペーパークロマトグラフィーによる分析手法が械化

学の分野にとりいれられ，微量試料中の構成糖がかなりの精度で測定できるようになり，大きな貢献をし

てかる。また最近は，ペーパーグロマトグラフィーの変法である薄層クロマトグラフィーを併用して，前

者の欠点のひとつである長時間を要する分析所要時間の短縮をすることができるようになった。

しかし，現(I:急速な進歩をみているガスグロマトグラフィーをこれらのかわりに採用できれば，分析j去

の谷'易なこと，精度が;自:jv、ことの点で大きな効果を期待しうるであろう。その意味で，最近そのこころみ

が多数みられるようになった。しかしこのみ7去による場合は，糖類が不俸発性であるから，まず係発性の

誘導体にかえる必要があり，そのため鱗矧をメチノレ化，アセチル化，あるいはトリフルオルアセテート 1)

にして供試料とする。

最近， SWEELEY ら引が提案した糖の trimethylsilyl ether(TMSE) 誘導体をガスクロマトグラフィーに

かける方法は，誘導体の調製がいちじるしく容易であり，またクロマトグラム上での分離がよいこと，分

析 JI，\irrilが短いことなどの特質があって，注目すべきものであった。すなわち， C2 (glycolaldehyde) から

C24 (stachyose) にいたる多数の糖とその関連物質のTMSEを，主として silicon(SE-52)，および poly

ethylene glycol succinate (EGS)ーChromosorb W をつかって分析し，定量として不十分ではあったが大

きな成果があった。その後， RにHEY ら 3)は EGS カラムをつかい， methyl-a-D-galactopyranoside を内部

基叩=に pentose， hexose， deoxyhexose などの定量をこころみたが，誤差が10%におよんだ。 SAWARDEKER引

らは， carbowax 20M で， methyl-a-D-mannopyranoside を内部基準にして， arabinos巴， ribose, xylose, 

fucose , rhamnose, galactose, glucose, mannose などを定量し，士 1%誤差で分析できるとしたが，

arabinose と mannose が共存する場合， glucose と xylose が共存するような場合など，正確な値がえ

られない。そのほか， WULFF町， ALEXANDER6 ) らは， silicon grease DC あるいは SE-52 をつかい定量化

をところみているが，前者では誤差が 2~59百，後者は glucose のみの定量をおこなっている。今年にな
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って， BROWER7 ) は EGS または SE-52 をつかい，木材加水分解生成糖に関連の深い arabinose， xylose, 

mannose, galactose" glucose 混合糖を対象として定量し，また木材セルロース加水分解物のように多量

の glucose をふくむ試料の分析をも意関した.

しかしこれら多くの報告のほかに， 最近， BETHGE8) らによって提案された方法は， とくに注目に値す

るものであろう。

本来，糖は溶液中でよ盟論的に 5 種類の anomer("，-， β-furanosides， "'-， βーpyranosides， linear form) 

をとりうるが，実際にはうち 4 つが問題になり，事実ガスグロマトグラム上にも相当するそれぞれのピ}グ

をあたえる。そしてこれら形態の量比は，溶媒の種類，温度などによってもことなるので，ピーク面績を

測定して定量する際は，つねに一定の割合になる条件のもとで試料調整をおこなうことが，正確な，また

再現性のある結果をうる上に必要であろう。すなわち，一定条件のもとで平衡状態にある糖溶液について

測定すれば，いくつかの形態の割合に相当する面積をもったピークを求めることができ，さらにピーク 1

つをえらんで全ピークの面積を算出しうるはずである。 BETHGE は，糖類がピリジン溶液中で微;量のj邑j忽素

目安リチウムの存ヂE下で単時間に平衡になることを利用し，この平衡液から TMSE を調製して， arabinose, 

xylose, fucose , mannose, glucose, galactos巴の混合糖を，誤差士2%以下の精度で定量することができた。

著者らは， LCC 構成糖の分析でこの方法を参照した。 しかし， カラム充填剤がかれらのものとことな

っており，そのため以下にのべるように，まず各種の糖の探品およびそれらの混合1戒をつかつての基礎的

な検討を必要とした。

ガスクロマトグラフィ一分析条件

目立製KKガスタロマトグラフィー装置 KGL-2B 形(恒温式)を使用した。カラム: 0.4x200cm, U 

字形ステンレス製。充煩1引い i夜相 EGS，担体 Chromosorb W (80~100m巴sh， acid washed) , i:添着盆

15%。キャリヤーガス: N2，流量: 65ml/min. 気化室温度: 180 0C。 カラム温度 180 0C。検知器:水素

炎検知獄。

また，えられたクロマトグラムのピーク面積は，重量法で測定した。

試料調整

実験の部でのべるように， o-arabinose, o-glucose, o-xylose, o-galactose, o-ma,nnose, L-rhamnose, 

D-ribose の 7 種の標品について BETHGE の方法にしたがってピリジン中でまず平衡にし，つづいて

TMSE を調整， n-hexane に溶解して試料とした。

単糖類のクロマ卜グラム

上記 7 種の単糖のクロマトグラムを Fig. 1~4 にしめした。ピーグの形はほとんどの場合鋭く，また対

称形で，ガスグロマトグラムとしてすぐれている。しかし galactose， arabinose, ribose などにみられる

ように，ピークのなかには隣接するものとの分離が不完全なものもある。このようなときは両者をあわせ

たままで面積測定をおこなった。ピーク面積の割合は，数回の実験の結果ほとんど一定値をしめした。な

お各糖とも図示した以上に時間をかけても，新たにピークをみとめなかったが，これは TMSE 調整時の

エーテル化が完全であったことをしめすものであろう。 Table 1 にそれぞれのピーグ面積の100分率と，
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第 1 図 mannose および glucose'TMSE のグ

ロマトグラム

Fig.l Chromatograms of TMSE derivaｭ
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Fig. 3 Chromatograms of TMSE derivaｭ
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第 2 図 g証lactose および arabinQse' TMSE 

のグロマトグラム

Fig. 2 Chromatograms of TMSE derivaｭ

tives of galacto悶巴 and ， arab�ose. 

5 m � � ~~~ 

第 41~ ribose TMSE のグロマトグヲム
Fig. 4 Chrom炙�ram of Tl'vj:SE derivaｭ

tive of ribose. 

第 1 表 平衡時における単糖類 anomer ピ}クの retention time と面積割合い

Table 1. Equi1ibrium compositions. Peaks are numbered 
in the order of the �creasing retention time. 

wi-m i:it:vzzu11 I I R巴面瓦ti()n I 
1 T'i _ _'_ I .L'"......~~J.~J.\..J.vu. 1 '% to. tbtal 

Sllgars I P回k no. I time I /< 

ri-.SEc.l  area 

glucose 10.40 1.6 xylose l 6. 10 4.4 

2 13.20 48.6 2 9.30 45.8 

3 22.20 49.8 3 12.55 49.8 

mannose 8.20 83.1 ! arabinose 1 5.40 53.6 

2 15.20 16.9 2 7.20 

g;llactos巴
46.4 

9.10 14.1 3 8. 10 

2 11. 10 34.4 rhamnose l 5~OO -84.3 

3 14.30 2 7.20 15.7 
5L6 

4 15.30 ribose 6.20 (80.4) 

2 7.10 (19.6) 
二'"，; :-11 『
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retention time をとりまとめた。

混合糖のクロマ卜グラムと構成糖の定量

材中の炭水化物は大部分高分子化合物で，加水分解すると最終的には glucose， xylose, mannose, galaｭ

ctos巴， arabinos巴などの hexose， p巴ntose 類や，ウロン酸類などの棋院J Jili ~ð質をあたえる。 hexose， pentose 

の TMSE 誘導体は構造が類似し，かつC含有量がそれぞれ46.6296 ， 46.5296でほとんど差がないので，

両者が共存するときにもグロマトグラム上のピーク面積は事実上両者の実在量に比例する。したがって，

材の糖成分研究手法に本法を採用する際，グロマトグラムの複雑な多数のピーグについて明確な帰属がで

き，さらに Table 1 の国税制合をつかって個々の糖が定量できれば，はなはだ好つごうといえる。

そこで上記 5 種類の単純の既知量を混合し， 分析をこころみた。 Fig.5 はえられたグロマトグラムの

1 例である。ピークの帰属は， Fig. 1~4 および Table 1 をつかっておこなったが，きわめて容易に解明

できた。しかし，一見 1 成分からなるようにみえる鋭いピークも， 2 , 3 の要素が重なっているものがあ

り，また絡の部分で隣接ピーグと重なるものもみられる。

面積の算Jl'，はつぎのようにしておこなった。 このグロマトグラムの特徴として， glucose のピーク 3

(以下 gl3 と書く。他の担当についても同じ)は単独成分でしかもまったく孤立しており， ピーク面積の測

定は容易である。 ζれより glucose の全面積の算出が可能である。またピーク gl1+ga2 の中の gll の

重が算出できるので， galactose の全面積が算出される。方ピーク gl2+xs をつかえば X3 の面積がもと

められ，全 xylose の面干Jtが求められる。Jl IJ法としてxylos巴は gal+ぬからも求めうる。 arabinose は 2

つのピーグ aI， Xl の面積からぬを差し引くことで al を求め，これより算出できる。この場合ピーク al の

裾に Xl が重なっているが， al が鋭い形なのでこのピークのみをもちし、ても概算値を求めうる。 mannose

a , 

'ta， 十 X， ~2+χ3 

d
d
 

20 25 min. 

~~ 5 腿:J glucose, mannose, galactose, xylose, arabinose 混合糖 TMSE のグロマトグラム

Fig. 5 Chromatogram of TMSE derivatives of five sugars 

mixture (glucose, mannose, galactose, xylose and arabinose). 
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はピーグ a2 ， a3 ， 間1 の計ーから a2， aS を差し引くことで ml を求め，これから全 mannos巴を算出する。~!]

法として，ピーク gaa+g，ぬ+m2 から gaa+ga4 を差しヲ|いて m2 を求め，これからも mannose の量を

出すことができる。計算の 1 例をしめせばつぎのようである。

glucose=gls x ,1JOn ; galactose=(gll+的-glxO.016) x n1?0, ; xylose=(x2+gal-ga XO.141) 49.8 _ ~---- ，~-. ~. ~- ---, 34.4 

100 ....t-:J._1.4- ...,.....,. L......."'_fAA 1_1  ....lv(¥ AOC'v 100 . ...._....t...:_..........._(~ I ~ ~v{\ {\AA\....~ 100 X一一ーまたは xylose=(xs+g12-g1XO. 486) x一一一; arabinose=(al+xl-xXO.044) X一一一45.8 ~'-'----J---- '--O'~" ~. -'---, 49.8 _---------- ,-...... ------, 53, 6 

mannose= (a2+aS+ ml-a X 0.464) X }nO~ または mannose=(m2+gaS+ga4-gaXO.516) X }~OOn 83. 1 ----. - , - ~ -u ~. ~ - ---, 16.9 

第 2表は Fig.5 のグロマトグラムのピーグ面積から構成糖の 100 分率を求め，それと実際の秤取量の

第 2 表 5 種類の単糖混合試料の分析結果

Table 2. Analyses of"five component sugars mixtur四.

*Values were calculated from a chromatogram in Fig. 5. 

Sugar I …|…巴 I g叩e I xylose I ar剥
Theotetical % 10.3 6.6 16.5 29.8 36.8 

Observed % 10.0 8.9 15.4 29.7 36.0 

Difference -0.3 2.3 -1. 1 -0.1 -0.8 

Theoretical % 20.3 10.5 14.9 28.1 26.1 

Observed % * 20.5 10.4 13.2 28.7 27.1 

Difference 0.2 -0.1 -1. 7 0.6 1.0 

9a,+x, 

x, 

め
'

20 25m;n. 

第 6 図 、コナラ泡材から調製した BJÖR印刷 LCC の酸加水分解糖のグロマトグラム

,Fig. 6 Chromatogtam of stigars in acid hydr�yzates of BJﾖRKMAN'S LCC 
. pri'!pare_d from sap wood of Quercus serrata. Content values among 

山AU』 xylo民・gîucose， galattose a:ild mannose were calculated as 62.4, '33'.2, 

1. 2 and 3.1% , respectively. 
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100 分率とを比較したものと， 1立|示しなかったが， 他のおなじような例とをあわせしめしたもので，両者

とも理論値と測定値がよく一致してし、る。

しかしこれら 5 種の檎に rhamnose を加えた場合は， al; ri および ag ， r2 のピークがかさなって， 2 

者を区別して定量することができなかった。またこの方法でグノレグロ γ般の定量をおこなったが，相当す

るピーグがえられなかった。

Fig.6はコナラ Qùercus serrata 辺材部から調製したいわゆる BJÖRKMAN LCC を，酸加水分解してえ

た糖液を分析した際のグロマトグラムである。今までの標準試料のときとことなり，若干の未知成分が共

存してベースラインにやや明織を欠くが， xylose, glucose, mannose, galactose の相互の量比について

はかなりの精度で定量できる。なお LCC の加水分解については別の機会にとりまとめて報告する。

実験の部

標準試料 10mg をふくむ幣水溶液をi威圧下に蒸留して水をのそ、き，さらに少量のベンゼンアルコール

(1 : 4) 混液を加え， 2 回減圧で十艮跡の水をのそ、く。過塩素酸リチウム 2%をふくむピリジン 1ml をくわ

え， 40 0C で 2 時開放置。 hexamethyldisilazane O.2ml, trimethylchlorosilane 0.1ml をくわえ 5 分

tJf140 0Ç にたもち，その後45 0C，減ffでピリジγ留去，さらに少量のベンゼンをくわえてj威圧蒸留しピリ

ジンをのぞく。残澄に n-ヘキサγ 1ml をくわえ，不溶物は傾斜でのぞき， ガスグロマトの試料とした。

混合糖の場合は，それぞれ任意量の糖を秤取して混合水機液とし，これから糖量が 10mg になるようと

りわけ，上記方法にしたがって試料捌製をした。

コナラ LCC の調整は BJÖRKMAN ìl;9)でおこなった。エーテル，アセトン可溶部をのぞいた辺材木粉を

定法にしたがって処理し，まずMWLを調製，その際えられる残昔11 を， 50 日間時々振重してジメチルホノレ

ムアミドに浸せきし，溶I:~，した LCC を文献どおり精製した。えられた粉末状 LCC 約 50mg について，

KLASON リグニン定量と|官l じ方法で‘加水分解， リグニンをV'i ì位じてのぞいたV'iì夜のうち， 糖量約 10mg に

相当する部分を炭酸パリウムで中和後， ~，威圧下に濃縮し，以下 t記の方法で試料調製をした。

考察

本研究では， カラムに polyethylen巴glycol succinate-Chromosorb W をつかった。したがって

BETHGE らの場合とことなり，それぞれの糖についてのピーク数， retention tim巴にかなりちがった結果

をえた。たとえば arabinos巴では 3 つのピーグをえるが， XF112 のときには分離が不完全ながらも 4 つえ

られおり，また glucose では 2 つの主要なピーグのほかに小さなピーク 1 つがみとめられたのに刻・し，

XFll05 , XF1112, OS138, BDS などでは 2 つのピーグがみられるのみである。しかしこのことが， arabinos巴

や glucose の定量値に直接大きな影響をあたえるものではない。またピーグのあらわれる順序も，たとえ

ば XF1112 とくらべると ， xylose, mannose などでことなっている。 glucose も gls は単独で最後にあら

われるが， XFl112 では galactose とかさなっている。

他方，平衡状態になった anomer の量は， ガスグロマト分析条件， ピーグ数と分離の様子がことなる

ため，えられた結果を厳密に比較することがむずかしし、が?一応対比してみると， glucos巴をのぞ:いて両

者のあいだに大差がみとめられない。 glucose について著者らのえた値は，混合糖中の glucose を定量

する際に適用して迎諭値と一致した値がえられている.
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ガスグロマト分析11年 1mは，著者らの場合25分あれば←|牟分で，大幅な分析所要時1l\1の短縮が可能となっ

fニ。

混合燃の分析でしめしたグロマトグラムからもわかるように，このカラムは梢の TMSE 誘導体の定性

定量に過したものであり，とくに木材加水分解で一般に生成する糖類の分析につかって有効であると考え

られる。しかしI店主したようにウロン酸の分析には適切な紡果がえられておらず，今後検討すべき点であ

るといえよう。
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Quantitative Gas Chromatography of Sugars. 

Makoto MIYAZAKl, Satoshi TAKAHASHl, Nobuko FURUYA and Kinji SHlMADA. 

(R駸um�) 

The Present paper deals with studies on quantitative analyses of simple sugars and their 

mixtures using gas chromatography. 

Analyses of sugars as their trimethylsi1yl ether derivatives have b巴巴n demonstrated by 

many workers, and the method reported by Per Olof BETHGE et al. among them is important 

from the point of view that it involves equi1ibration of the different forms of sugars in pyri. 

dine solution by adding lithium perchlorat巴 as catalyst. 

In these studies, we adopted the pretreatment in preparation of sugars TMSE, and analysed 
thes巴 derivatives by gas chromatography under the conditions, which differ from thos巴 of BE' 

THGE'S. 

Apparatus. Hitachi KGL-2B isothermal gas chromatograph equipped with hydrogen flame 

iODization detector was used. 

Column. A 0.4 X 200cm, U shaped stainless steel column packed with 15% polyethylenglycol 
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succinate on Chromosorb W washed with acid was employed. 

Operating condition. The column and the injector ovens were heated at 180oC. Flow rate 

of nitrogen gas was 65 ml/min. 

The Chromatograms of seven simple sugars, mannose , glucose, galactos巴， arabinose , xylos巴，

rhamnose and ribose, are illustrated in Fig. 1~4 ， and the equilibrium compositions calculated 

from the peak area and the respective retention time are summarized in Table 1. 

Analyses of mixtur巴 of five compon巴nt sugars which are often found in wood hydrolyzates, 

were also carried out. In this case, calculation of sugar ratio in the sampl巴 was made by using 

the values in Table 1. Analytical results thus obtained were accurate within 2%, as shown 
in Table 2. A typical chromatogram is also given in Fig. 5, for example. 

A chromatogram of sugars obtained by acid hydrolysis of lignin司carbohydrate complexes 

prepared from sap wood of Quercus serrata is shown in Fig. 6. In this case, a small amount of 

unidentified components lie on the base line and th巴 chromatogram is som巴what less cl巴ar as 

compared with those of pure sugars, but avai1able values of content ratio among xylose, gluｭ

cose, galactose and mannose could be calculated in the same way. 


