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タウ リンー過 ヨ ウ素酸試薬を用い た高速 液体

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る糖類の 畄光分析

加藤　武彦  
， 木下　俊夫

＊

（1986 年 5 月 21 日 受 理 ）

　HPLG を 用 い ， 発蛍光試薬 と し て タ ゥ リ ン
ーメ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リ ウ ム 試薬 に よ る 糖 類 の 高 感 度検出

法 を 検 討 し た．そ の 結果 ， 従来 高感度検 出 が 困 難 で あ っ た 非 還 元 糖 の 微 量分析 が 可能 と な っ た ．又 ， 同

時 に こ の 分 析 法 は 還 元 糖 に も 有効 で あ っ た ．定量操作 は ホ ウ酸緩 衝液 を 移動相 と し て 陰 イ オ ン 交換 カ ラ

ム に よ り分離 さ れ た 糖 に 640mol 　 m
− s

タ ウ リ ン
ー2　mol 　 m

− s メ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リ ウ ム 試薬 を 加 え ，

混 和 し た後 140° C の 加 熱 反 応槽 で 発蛍光 さ せ ， い っ た ん 冷却後 そ の 強度 を 測定 し た ．一
方 ， 発蛍光試

薬 に 100　mol 　 m
−s

タ ウ リン ー6　 mol 　 m
『s

メ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リ ウ ム 試薬 を 用 い る こ と に よ り ， 中性溶液

中 で 非還 元 性 オ リ ゴ 糖及 び グ リ コ シ ドの 高感度検 出が 可能 と な っ た ．最適条件下 で α
一メ チ ル ーD ・グル コ

シ ド，ス ク ロ
ース ，ラ フ ィ ノ ース 及 び ス タ キ オ ース の 検 量 線 は ，O．　1　nmol ／10　ptか ら 75　nmol ／10　pl の

幅 広 い 範 囲 で 直 線 と な っ た ．こ の 方 法 は 糖鎖 が 長 く な る に 従 い ， 蛍光強度 は 増大 し た ．

1 緒 言

　最近，HPLC に よ る糖類 の 発蛍光試薬 且〉
− e） が 盛 ん に

報告 され て い る が ， そ の 多 くは 還元糖に 対する分析で あ

り ， 非還元糖 へ の 適用 O は少な い ．そ れゆ え ， 現在主 に

示差屈折計 が 非還元糖 の 検出 に 用 い られ て い る、しか し

検 出 感度 が 低 く，選択性 も乏 し い た め 微量分 析 に は 適 さ

な い ．

　と こ ろ で
， 従来 の 過 ヨ ウ素酸 と発 色 試薬 に よ る糖 の 検

出法 e） は ， 発色反応に 酸化と 発色の 2 段階を 要する た

め
， 操作 が 煩雑 と な る ．今回著者 らが 開発 し た タ ウ リ

ソ ー
過 ヨ ウ素酸試薬は 1種類の 試液で 非還元 糖の 高感度

分 析を 可 能に した ．又 ， 本発蛍光試薬は 還 元糖 も検出 で

き ， 更 に 発蛍 光反応条件 を検討す る こ とに よ り，非還元

性 オ リ ゴ 繕及 び グ リ コ シ ドな どを高感度 に 分 析す る こ と

もで きた ．

2　実 験

　2・1 試 　薬

　 タ ウ リ ン は 東京 化 成 工 業製特級試薬 ， ホ ウ 酸 ， ホ ウ 酸

カ リ ウ ム ， 水酸化 カ リ ウ ム 及 び メ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リ ウ

ム は 和光純 薬工 業製特 級 試 薬 ， 各 種 単糖及 び オ リ ゴ 糖 は

和 光 純 薬 工 業製試薬 を 用 い た ．

＊
北 里 大学薬学部 ： 108　東京都 港 区 白 金 5−9−1

　2 ・2 　装　置

　 ポ ソ プ ： 溶離液 ， 発蛍光試薬 の 送液 は 共 に LC −3A 型

　イ ン ジ ェク タ
ー

： S皿．−IA 型

　検 出 器 ： 蛍 光光 度 計 FLD −1 （励起光 源 ： FLD −1 付属

360nm 用 ラ ソ プ， 2 次 フ ィ ル タ
ー

： FLD −1 付属 EM −

4，フ P 一セ ル ； セ ル 容量 50PLi）
　 記 録計 ： R −11 型

　以 上 島津製作 所 製 を 用 い た ．

　 カ ラ ム ： Dow 　Chemical 製 Amillex　A −27（ホ ウ 酸 塩 型

30cm × 4mm 　L　d．）， 島津製作所製 ISAO7／S2504 （25　cm
× 4mm 　i．　d．） 及 び 日 立 製作所製 3013N （25mmX4 ．6

mmi ．d．）
　 カ ラ ム 温度制御 ： Grant 　 Instrume エlt 製 JB−2 型 恒温

槽

　加熱反応槽 ： 大 洋科学工 業製 サ
ー

モ ユ ニ
ッ ト ，　 ミ ン

ダ ー H 型 （シ リ コ ン オ イ ル 使用 ， 使 用温度範 囲 は 室温

十 5°G 〜且80°C
， 温 度精度 は ± 0．2°C

　2 ・3 　定量 操作

　2 ・3・ 1　定量操作 1 （還 元 糖及び非還 元 糖の分析）

Fig ．1 の フ ロ
ーダ イ ヤ グ ラ ム に 従 い

， 移動相 と し て

O．5・− O．7mol 　d皿
一3

の ホ ウ酸 （水酸化 カ リ ウ ム 粒 で pH

8．7 に 調整）を 用 い
， 流量 L5ml ／min で 送液す る．イ ソ

ジ ェ ク タ ーよ り糖試料溶液を注入 し， 陰 イ オ ン 交換 カ ラ

ム Aminex 　A −27又 は ISAO7／S2504（い ずれ もカ ラ ム 温

度 78°C ）で 分離後，発蛍光試薬の 640molm 雪8 タ ウ リ

ン
ー2molm − ：

メ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リ ウ ム 試液を流量 O．5
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ml ／min で 餓 ，140°C の 加熱反応槽 （20　m × 0．5  

i・d．の ス テ ン レ ス 管 内蔵）を通 し て 発蛍光 さ せ
，

い っ た

ん 冷却 管 （20cm × 2　cm 　i。d．の リービ
ッ

ヒ 管内に 2mx

O ・3mmi ・d．の ス テ ン レ ス 管 を らせ ん 状 に 固定 し， リ
ー

ビ
ッ

ヒ 管内 に流水を通す〉を通過 させ た後 ， そ の 蛍光強

度を 測 定す る ．

2 6

Fig．1　 Fiow　dlagram　of　the　HPLC 　equip 皿 ent

　　 　 1 ： mobile 　phase 　reservoir ； 2，6 ：pump ； 3 ：

　　 　 injector ； 4 ： column ； 5 ：且uorescence 　reagent ；

　　 　 7，13 ； damper； 8 ： mbdng 　T −
piece ； 9 ：heat−

　　 　 ing　bath；　10 ： c似 〕ling　tube ； ユ1 ：detector； 12 ：

　　 　 recorder ； 14 ； waste

　2 ・3 ・2　定量操作 2 （非還 元 性 オ リ ゴ糖及びグ リ コ シ

ドの 分析）　 移動相 と して ，0・lmoldm − 3 ホ ウ 酸 （水

酸化 カ リ ウ ム 粒 で pH 　7 に 調整 ）を 用 い ，流量 LOm1 ／

min で 送液する．イ ソ ジ ェ ク タ ーよ り糖試料を注入 し，

日立 ゲ ル 3013N カ ラ ム （カ ラ ム 温度 30°C 又 は 78uC）で

分離後 ， 発蛍光試薬の 100・mol ・mP3 タ ゥ リ ン ー6　mol 　m
”3

メ タ 過 ヨ ウ素酸 ナ ト リ ウ ム 試液 （ホ ウ 酸 カ リ ウ ム で pH

6 ．8 に 調整） を流量 0 ．3ml ／rnin で 加え，混和 した 後

130°C の 加熱反応槽を通 し，以下定量 操作 1 と同様 に 行

っ た ．

3　結 果

　3・ 1　還 元糖及 び非還元糖 の 分析

　3・ 1・1 励起蛍光 ス ペ ク トル 　 定量操作 1 に よ っ て

発蛍光さ せ た D 一ソ ル ビ トール （0・5　pg／lO　pl）の 励起及

び蛍光 ス ペ ク ト ル を Fig ．2 に 示す．こ れ よ り励起極大

336 　nm
， 蛍光極大 445　 nm で あ っ た ．

　3 ・1・ 2　発 蛍光試薬濃度 の 影響　　標準試料 D 一ソ ル ビ

トール （0．5昭 ／10Fり　を用 い ，発蛍 光試薬中 の タ ウ リ

ン と メ タ 過 ヨ ウ 素酸ナ ト リ ウ ム 濃度 と 蛍光強度 の 関係 を

Fig ．3 に 示 す． タ ウ リ ン は濃度 が増 す に 従 い 蛍光強度

は 増大 す る が ， タ ウ リ ソ の 溶解性を 考慮 して 6‘KO　mol

m
’s

と し た．又 メ タ 過 ヨ ウ素酸 ナ ト リウ ム 濃度 は 2mol

m
− 3 が 最大 の 蛍光強度 を 示 した ．

　3 ・1 ・3　発蛍光反応温度 の影響　 発蛍光反応温度と蛍
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　 Wavelength／nm

Excitation　and 　emission 　spectra 　for
D ・sorbitol

100

，。

　 0 　 1234

Taurine　concentration ／　　　 Sdium 　metaperiOdate

匝 o 】 m
−3　　　　　　　　　　 c   cent 『ation ／rnol 　 m

−3

Effects　of 　taurine 　and 　sodiu 皿 metaperidate

concentrations

光強度 の 関係 を Fig．4 に 示す．蛍光強度 は 110°C か

ら徐 々 に 増大 し 140°C に お い て 最大 とな っ た ．なお ，

加熱反応槽内 の ス テ γ レ ス 管 の 内径 と 長 さ に つ い て は，

分析所要時間及 び 検 出感度 を考慮 して 内径 0 ．5mm
， 長

さ 20m と した ．

　3・ 1・4　標準試料 の 分析 　　定 量操作 1に よ っ て Ami −

nex 　A −27 ヵ ラ ム を用 い て 分離 した ス ク ロ
ー

ス ， ラ ク ト

ース ，D一リボ ース ，　 D 一フ ル ク トース
，
　 D 一ソ ル ビ ト

ール ，

） マ ン ニ ト
ー

ル 及 び D 一グ ル コ
ース （各 2．67　nmol ／IO

pl） の ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ．5 の （A ）に 示す． 又 ，

ISAO7 ／S2504 ヵ ラ ム に よ っ て 分離 し た メ レ ジ ト
ー

ス ，

セ ドヘ プ ツ ロ サ ソ ， D一ア ド ニ トール 及 び サ リ シ ン 　（各

5・33nmol ／10　pl） の ク 巨 マ ト グ ラ ム を Fig．5 の （B ）

に 示 す．

　3・1・5　検量 線及び検 出限界　 Fig ．5 の （A ）に お け
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Fig．5　Chroma ¢ograms 　 of 　 standard 　 samples

　 　 　 　（A ） （］olumn ： Aminex 　 A −27 （30　cm × 4  

　　 　　i，d．），　 column 　 temp ．； 78°C ，　 mobile 　 phase ：

　　 　 0．65mQI 　dm − s
　 bora重e 　（pH 　8．7），　 flow　 rate ：

　　 　 2，0ml ／min ，　 peaks ： 1sucrose，21actose，
3D ・

　 　 　 ribose ，4D ・fructose，5D ・sQrbito1 ，6D ・man −

　　 　 nitel ，　 7Dglucose ．　 （B） Colu 皿 n ： ISAO7 ／

　　 　 S2504 （25　cm × 4mm 　 i．　d，），　 column 　 temp ．：

　　 　 78℃ ．mobile 　phase ；0，5mol 　dm − sbQrate （pH

　　 　 8．7），且ow 　 rate ： 2．Om1 ／min ，　 peaks ： 1mele −

　　 　 zitose ，　2　 sedeheptulosan ，　3　adonitol ，　4　salicin

る 各糖 の 検量線 は O．27　nmol ／10　pl か ら 26　．　7　nmol ／且O

pl の 範囲 で 原点を通 る 直線 が 得 られた．又 ， 検出限界は

O．13nmol ／10　pl（S／N ＝3）で あ っ た ．な お ， 再 現性 は D 一

ソ ル ビ b 一ル 2 ．7n皿 ol ／10　Fl を 10 回繰 り返 し注 入 し

た ときの 相対標準偏差 1・1％ で精度 も良好で あ っ た ．

　3 ・1 。6 相対蛍光強度 　 Table　 l に D 一グ ル コ ース を

100 と して 各糖 の 相対蛍光強度 を示す． こ れ よ り還元

糖 ， 非還元糖及 び糖 ア ル コ ール な どの検出感度が既報S）

に 比 べ て 大幅 に 増大 し た こ と が分か る ．し か し非還元性

オ リ ゴ 糖及び グ リ コ シ ドの感度は 本分析条件で は不十分

で あ っ た の で ，更 に 発蛍光反応条件 の 検討を行 っ た ．

　3 ・2 非還 元性 オ リ ゴ糟 及 び グ リ コ シ ドの 分析

　3 ・2・1 励起及 び蛍光 ス ペ ク トル　 定量操作 2 に よ っ

て発蛍光さ せ た ス ク ロ
ース （0 ・5pg ／10　pl）の 励起及び蛍

光 ス ペ ク トル を Fig ．6 に 示す． こ れ よ り励 起極大 340

nm ，蛍光極大 434　nrn で あ っ た ．

　3 ・2 ・2　発蛍光試薬濃度の 影響　　標準試料 α
一メ チ ル ー

D一グ ル コ シ ド
，

ス ク P 一
ス ，ラ フ ィ ノ

ー
ス 及び ス タ キ オ

ース （各 3・33　n 皿 ol ／10　Fl） を 用 い ，発蛍光試薬中 の タ

ウ リソ 及 び メ タ 過 ヨ ウ 素酸 ナ ト リウ ム 濃度 と蛍光強度 の

関係を Fig ．7 に 示す．タ ウ リ ソ 濃度 は 40　mol 　m
−s

か

ら 160　mol 　m
“s

の 範囲 で 検 討 した と こ ろ ， 100　mol 　m
− s

が 最 大 で あ っ た ．又 ， メ タ 過 ヨ ウ素酸 ナ ト リ ウ ム 濃度 は

4　 mol 　m
− 3 か ら 8mol 　m

− s
の 範囲 で 検討 した と こ ろ ，

5

皿 olm
‘s

以上 で ほ ぼ
一

定値を示 した ，しか し 7molm −3

以 上 で は ペ ース ラ イ ソ に 若干 の 乱れを生 じた の で
， 本法

で は 6 皿 olm
−s

を用 い た ．
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Fig．7　Effects　of 　taurine 　and 　 sodium 　 metapeno −

　 　 　 date　 concentrations

　　　　O ： α・methyl ・D ・glucoside ， △ ； sucrose ，● ：

　　　　ra 伍 nose ，口 ： stachyose

　3・2・3　発 蛍光反 応 の pH 及 び 温 度 の 影響　 発蛍光反

応 に お け る pH 及 び反応温度 と蛍光強度の 関係を Fig ．

8 に 示 す．pH は 6 ．0 か ら 8．0 の 範 囲 で 検討 した と こ

ろ ，
7・5 か ら徐 々 に蛍光強度は 減少 した の で ，本法 で は

ほ ぼ中性 の 6・8 を用 い た ．又 ， 反応温度 は 130 °C が 最

大 と な り，更に 温度を高 くする と蛍光強度 の 減少とベ ー

ス ラ イ ン の 乱れを生 じた ．

　3。 2。4 標準試 料 の 分析 　 定量操作 2 に よっ て 日立 ゲ

ル 3013N ヵ ラ ム を用 い て 分離 した α
一メ チ ル ーD 一グ ル コ

シ ド
，

ス ク ロ
ー

ス
，

ラ フ ィ ノ ース 及 び ス タ キ オ ース （各
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001

50

一咽
口
昌

斟
』
駆

』

鋸
占
」

剣

　
匚欄

　
h一壻
凵
礑

b
一

膚
　

O
り

口
OO

の

O
』
O
冨［

00
　 10 　 20 　 30

　　　Retention　time ／min

32

　

　

　

　

　

　

　

1

Fig．9　Chromatogram 　 of 　 standard 　 samples

　　　 Column ： Hitachi　 ge13013N 　（25　cmx6mm

　 　 　 i．d．），　 coLumn 　 temp ．： 78℃ ，　 mobile 　 phase ：

　　　 0．lmol 　dm − 3
　bQrate（pH 　7）．日ow 　 rate ： 1．3

　　　 m1 ／min ，　peaks ： 1 α 一methyl ・D ・gluooside ，2su −

　 　 　 crose ，3ra 伍 nose ，4stachy （mse

3 ．S3　nmol ／10　pl） の ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig 。91c 示 す．

又 ， α
，β， γ

一シ ク ロ デキ ス ト リ ソ （0・84 皿 mol ／lO　pl） の

ク 卩 マ ト グ ラ ム を Fig ・10 に 示す．

　3 ・2・5　検t 線及び検出隈界　 Fig ．9 に お け る 4 種類

の 糖 の 検 量 線 は，0 ・1nmol ／10　Ptか ら 75　nmol ／10　wl の

幅広 い 範囲 で 原点 を通 る直線が得られ ，そ の検出限界は

α 一メ チ ル ーD 一グ ル コ シ ドが 60pm 。1／10　pl，
ス ク 卩 一ス ，

ラ フ ィ ノ
ース 及 び ス タ キ オ ー

ス が 30pmol ／lO　FI で あ

っ た ．又 ，
α ，β，r一シ ク ロ デキ ス ト リ ソ の 検 出 限界 は 80

pmo1 ／10　pl で ある．な お ，再現性 は い ずれ も良好 で あ

っ た ．

　 S・2・6 　相対蛍洸 強度 　 Table　 2 に α 一メ チ ル ーD 一グル
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Fig．10　Chromatogram 　of 　standard 　samples

　　　　 Column 　 ：　Hitachi　gel　3013N （25　cmx4 ．6 皿 m

　　　　 i．d．），　 column 　temp ．；30℃ ，　 mobile 　phase ；

　　　　 0．1mol 　dm − 8　bOrate （pH 　7），　flow　rate ： 1．3

　　　　 m レ血 in，　peaks ： 1 α tyclOdextrin ，2 γ
・cyclo ・

　　　　 deXtrin．3 βtyclOdextrin

Tab 且e 　2RCIatiVe 　flUOreSCenCe　i皿 tenSitieS

for　various 　 carbohydrates

Relative　fiuorescence
　 　 intenSlty
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Fig．　 l　l　Ghromatogram 　of 　soybean 皿 ilk

　　　　 Colu皿 n ： Hitachi　ge 置3013N （25　cmX4 ．6mm

　　　　 i，d．），　 column 　temp ．：78℃ ， 1nobile 　phase ：

　　　　 0．1　mol 　dm ’8　borate（pH 　7），且ow 　rate ： 1．8

　　　　 皿 1／皿 in，　 Peaks ： 1sucrese ， 2raffinose ，3

　　　　 stachyose

Carbohydrate

豆乳 を分析 した ク ロ マ トグ ラ ム を Fig ．11 に 示 す． こ

れ よ りス ク ロ
ース

， ラ フ ィ ノ
ー

ス 及 び ス タ キ オ
ース の ピ

ーク が観察され た ．原豆乳成分 ピ ーク の 同定は ， 原豆乳

に 標準試料を添加 し て，保持時間 の
一

致 と ピー
ク 高 さ の

増大 よ り行っ た ．

a ・Methyl ・D −glucoside

β・Methy1−D −glucoside
α ・Methyl・D −ga 且actoside

β・Methyl ・D ・ga 且act （）side

α ・Phenyl −D・glucoside
β・Phenyl・D ・glucoside
Sa且icinD

（十 ）・Trehalose
SucroseMelezitOse

Raf五nose

Stachyose
α ・CyclOdextrin

β一Cyclodextrin
r−Cyc10deXtrin

10063
．613672

．089
．258
．4117

跚

24538153884774

．0149322

コ シ ドを 100 と し て ，各種 グ リ コ シ ド及 び 非還元性 オ

リ ゴ 糖 の 相対蛍光強度 を 示 す．こ れ よ り グ リ コ シ ドで は

β 置換体 よ り α 置換体の ほ うが 蛍光強度が大 きい ．又 ，

非還元性 オ リ ゴ 糖 で は 糖鎖が長 くな る に 従 い 強度 の 増大

が見 られ た ．

　3・2 。7　実試料 の 分析　 定量操作 2 の 応用 と し て
， 原

　以上 ， 従来の 過 ヨ ウ素酸酸化 と発色反応 の 組 み 合 わ せ

に よ る糖の 検出法は 操作上煩 雑 で あるが ， 1 種類 の 試液

で 発色す る 本分 析法 は 簡便 迅 速 で あ る．本法 の タ ウ リ ソ
ー

メ タ 過 ヨ ウ素酸 ナ ト リ ウ ム 試液は室温で 長時間安定 で あ

る．特 に 定量操作 1 で は 還元糖，非還元糖及び糖 ア ル コ

ー
ル な ど が高感度に 検出され る が ， グ リ コ シ ドや非還元

性 オ リ ゴ 糖の 検 出感度 は 低 い ．しか し 定量操作 2 を 用い

れ ば こ の 問題点は解決され る．それ ゆ え定量操作 1 及び

2を 適宜使用する こ とに よ り糖類
一

般 の 分析が可能とな

り種 々 の 分野 で そ の 応用が期待され る．

）1

）2

）3

）4
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  FluorometrJr of  saccltarides  by  HPLC  using

taurine-periodate  teagent.  Takehike KATo  and

Toshio KiNosHiTA (Schco1 of  Pharmaceutical Science,
Kitasato University, 5-9-1,  Shirokane, Minato-ku,
Tokyo  10B)

  A  highly  sensitive  method  for fiuorometric detection
and  determination of  reducing  and  nonreducing  sac-

charides  by HPLC  was  developed  using  taurine--per-

iodate reagent  by heating in a  neutral  solution,  More-
over,  nonreducing  oligosaccharides  and  glycesides gave
enhanced  fluorescence under  a  mild optimum  condition.

The  rnixture  of  reducing  and  nonreducing  saccharides

was  separated  with  O,5fiJO,7 mol  dm-3  borate  (pH 8,7)
as mobile  phase  through  an  anion  exchange  Aminex
A-27  or  ISA07tS2504  colurnn.  The  eluate  was  added

with  640  mol  m-3  taurine-2  mol  mL3  sodium  metaperio-

date  solution  and  heated  at  140eC  and  the fluorescence
intensity was  measured  with  a  detector. Standard

curves  for reducing  and  nonreducing  saccharides  were

linear in the  range  from O.27 nmoltlO  pl to 26.7 nmoll
10pl. Detcction limit (SllV==3) of  D-sorbitol  was  O.13
nmol/10Fl.  On  the  other  hand,  the  separation  of

nonreducing  oligosaccharides  and  glycosides was  carried

out  with  O.1 moldm-3  borate (pH 7) as  mobile  phase
on  a  Hitachi  gel 3013N  colurrm.  The  postcolumn
fluorescence reagent  consistecl  of  1oo mol  m-S  taurine-6

mot  m-3  sodium  rnetapcriodate  (pH 6.8 with  K2B407)
was  added,  After mixing, the  eluate  was  heated at

130eC  to give fluorescence, Standard curves  for a-

methyl-D-glucoside,  sucrose,  raffinose  and  stachyose  were

1inear in the  wide  range  from O.1nmolilOil to 75
nmolllOpl.  Detection limit of  a-methyl-D-glucosidc

was  60  pmol/10 pl and  those  of  sucrose,  raffinose  and

stachyose  30pmolllOpl. The  relative  fluorescence in-
tensities of  these  saccharides  increased with  the increase
in the  length of  an  oilgosaccharide  chain,

                     (Received May  21, 1986)

   Klevwontl phases

fluorometric detection and  detemination  of  reducing

  and  nonreducing  saccharides;  HPLC;  taurine-perio-

  date reagent;  nonreducing  oligosaccharides  and  gly-
  coside.
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