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Zur  quan t i t a t iven  Analyse  yon Aminosf iuren finden verschiedene 
Chroma tog raph ieve r f ah ren  Anwendung,  die jedoch alle sehr  ze i t raubend 
sind und den Nachtei l  haben,  daft sehr  viel  Substanz  gebrauch t  wird.  Aus 
diesem Grund  wurde  in den letzten J a h r e n  die Gaschromatograph ie  als 
eine Methode zur quan t i t a t iven  Bes t immung yon Aminosf iuren untersucht ,  
da bei  dieser  Methode eine hohe T rennba rke i t  gegeben ist  und t iberdies 
die Ana lyse  mi t  wenig Substanz  in ki i rzes ter  Zei t  und mi t  hoher  Genauig-  

Tab. 1. DNP-sierte Aminos~urestandardproben. 

DKP-DL.Alanin 
~-DNP-L-Arginin 
~-DNP-DL-Asparagin 
DNP -L -Asparaginsiiure 
diDNP-L-Cystin 
DNP-L-Glutamins~ure 
=-DNP-Glutamin 
DNP-Glyein 
diDNP-L-Histidin 
DNP-L-Oxyprolin 

DNP-~-Alanin 
diDNP-L-Ornithin 
DNP-Sarkosin 

DNP-L-Isoleuein 
DNP-L-Leuein 
diDNP-Riein 
DNP -DL -Methionin 
DNP-L-Phenylalanin 
DNP-L-Prolin 
DNP-L-Serin 
DNP-DL-Threonin 
DNP-DL-Tryptophan 
diDNP-L-Tyrosin 
DNP-L-Valin 
(Proben der Chemiseh-Phavm. Werke, 
Wako-AG 
(Proben der Mann 
Forschungslaboratorien) 

Tab. 2. Mel~bedingungen. 

Column: SE-30 1,5% Coating 60 mesh 
Columnwfirme : W/irmeanstieg (2 ~ C/rain) 
W/~rme der Probenkammer: 260 ~ 280 ~ C 
Tr~gergas : NIenge Na : 40 ml/min 
Luftmengo : 0,7 l/rain 

4 r a m •  1,5 

467 
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Tab. ~. I~ehandlung der in l~hrungsmitteln enthaltenen Aminos~uren. 

l~robe Flfissigkei~ - 0,5 ml, feste Substanzen dureh den Mixer drehen und 
so durchftihren, da{~ 0,1 mg in 0,5 ml dest. Wasser vorhanden sind 
dest. Wasser 0,5 ml . . . (zum Innerstandard AlsminstandardtSsung 
zugeben) 
3 ml Xthanol zugeben 

Zentrifugieren (Beseitigung des Proteins) 

. . . . . .  

klare Fltissigkeit Niederschlag 

2 ml dest. Wasser zugeben 
mit 2n-Salzs~ure auf unter pH 3,0 einstel|en 

mit Chloroform waschen 
. . . . .  

Wasserschieht Chloroformschieht 

1 ml l~ FDNP-lthanoll6sung, 1 rnl /~thanol, 0,5 g Natrium- 
biearbonat zugeben und an einem dunklen Or~ bei 37 ~ C f'dr 2 Stun- 
den schiitteln 

30 ral 2 ~/oige NatriumbicarbonatlSsung zugeben 
! 

rait ~:her waschen (3mal) 

I . . . . . . .  

Wasserschicht /~thersehieht 

mit 2n-Salzs~ure auf unter pH 3,0 eins~ellen 

mit 2kthylacetat extrahieren 

Athylacet~tschicht Wasserschicht 
(Arginin) 

~thylacetat beseitigen (bei Un~erdruek ~roeknen und h~rten) 
+ 

mit 1 ral Dimethoxyathan auflSsen und 0,2 ml Diazomethanather zugeberL 

im Stickstoffstrom troeknen, mit 25 ml Ditoxiathan 15sen und diesen Teil in den 
Gaschromatographen eiIfffillen 

keit durchgeft ihrt  werden kann. Das heist, eine Methode, bei der die 
Aminos~iuren, die einen amphoteren Charakter  haben, nach ?~berf~hrung 
in ein fliichtiges Derivat  analysiert  werden (1). In letzter wurde nun ein 
Analyseverfahren,  die sogenannte Schnellfltissigkeits-Chromatographie, 
entwickelt, mit dem in kiirzester Zeit die Analyse durchgefiihrt  werden 
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kann .  Diese A b h a n d l u n g  be r i ch te t  t iber  e in  E x p e r i m e n t ,  bei  dem nach  der 
Y o s h i n o r i - M e t h o d e  (2) Aminos f iu r en  in  S t a n d a r d p r o b e n  u n d  N a h r u n g s -  
mi t t e l  auf  dem g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  Wege a n a l y s i e r t  w u r d e n .  

Methodik 
1. Probesubstanz 

Als Probesubstanz wurden, wie in Tab. 1 gezeigt, 24 Arten von Aminos~iure- 
verbindungen verwendet  (Herst. Chemisch-Pharm. Werke, Wako-AG). 

Als Extraktionsl6sung verwendete man Ather und Athylacetat, die wieder- 
holt destilliert wurden. Die Herstellung der Diazo-methan~itherlSsung erfolgte 
wie folgend: 1,2 g Atzkalk wurden in 2 ml Wasser gelSst, 7 ml 2-(2-Aethoxy-2- 
aethoxy)-~ithanol sowie 2 ml Ather dazugegeben, eine Atherdestil lation bei 
70 ~ C im Wasserbad durchgeffihrt, die 30 ml AtherlSsung, in der 4,3 g N-Methyi- 
N-nitro-toluolsulfonamid geliist wurde, fiber 30 rain stark geschfittelt und dutch 
Abtropfen erhalten (3). 
2. Mel]bedingungen 

Die Messung erfolgte mit  dem Gaschromatographen 900 der Firma Parkinel-  
ma und  wurde nach den in Tab. 2 aufgeffihrten Bedingungen durchgeffihrt. 
3. Herstellung der Probe 

Das DNP-Derivat  der Aminos~iure wurde in Dimethoxy~ithan gel6st, mit der 
Diazomethan~therl6sung versetzt und methylverestert.  (4). Darauf im Stickstoff- 
strom getrocknet und geh~irtet und  in Dimethoxyfithan wiederum geli~st. Da 
Serin, Threonin und Oxyprolin Hydroxylgruppen haben, wurde die Probe nach 
der Methylierung mit  Trimethylchlorsilan in Ortho-tr imethylsi l in fibergeffihrt 
(5). 
4. Behandlung der in Nahrungsmit teln enthal tenen Aminos~iuren 

Die Aminoshuren in Nahrungsmit teln wurden gem~iI] dem Verfahren in Tab. 3 
behandelt. Um alle Verunreinigungen,  auI3er DNP-Aminos~iuren, zu entiernen,  

Tab. 4. Peakfl~che der DNP-Aminos~iuren. 

DNP-Aminos~uren ~) Peakfl~ehe von 5 #g der 
entspreehenden Aminosiiure 8) 
(em~) 

Entspreehende 
Pcakfl/iche 

Alanin 4,80 5= 0,27 1,00 
Glycin 2,32 -4- 0,35 0,52 
Barin 5,72 • 0,18 1,38 
Leucin 4,50 :t: 0,28 1,10 
Isoleucin 5,10 5= 0,30 1,13 
Prolin 5,30 4- 0,28 1,12 
Asparagins~ure 2,51 -4- 0,28 0,62 
Glutamins~ure 2,40 5= 0,20 0,54 
Methionin 3,00 5= 0,38 0,60 
Phenylalanin 3,65 • 0,34 0,85 

A.) Mcl3bedingungen Column : 1,5% SE-30 1,5 m;  Temp. der Me~ger~te: 260 ~ C; 
W~rme der Probenkammer : 260 ~ C ; W~rmeanstieg : 2 ~ C/rain; Colurnnw~rme : Mib 
beginnendem Wgrmeanstieg bei 190 ~ C wird bei 200 ~ C die N2-Menge auf  40 ml/ 
min eingestellt und  die Probe eingegossen. 

B.) Methylesterderivat 
C.) Durchsehnittliehe Abweiehung veto Standardwert (jede Probe wurdo 3real 

gemessen) 
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Tab. 5. Aminos~uregohalt in Nahrtmgsmitteln (Wer~e in g pro 16 g N). 

Substanz Leu Iso Val Met Phe 

/{iihnervollei 7,2 5,1 5,0 3,3 4,2 
]Eieralbumin 9,5 5,8 7,2 5,8 7,0 
:Eigelb 6,3 4,8 4,2 1,2 4,2 
Vollmfleh (Kuh) 7,8 3,5 4,2 1,0 8,2 
Casein (Kuh) 12,0 7,2 6,2 3,8 3,4 
Laetalbumin 11,0 0,7 5,3 2,9 3,8 
Gelatine 4,0 0,8 0,9 2,0 2,0 
Herz (Rind) 7,0 3,2 8,9 1,8 5,0 
Leber (Rind) 7,5 3,8 10,4 1,2 3,2 
lqiere (Rind) 5,1 3,2 7,5 2,1 4,3 
}Cartoffoin 5,8 5,0 4,3 3,5 6,5 
:Bohnen (Erbson) 6,5 5,1 3,8 0,8 7,8 
:Erd_nui~ 6,0 4,9 2,8 0,1 4,3 
Sojabohnen 7,0 3,2 7,5 0,9 2,8 
Mehl (Hafer) 7,2 3,6 5,2 2,0 2,1 
Mehl (Mais) 10,3 6,0 5,8 1,8 3,9 
Mehl (Gerste) 6,2 2,3 4,6 1,8 2,9 
Mehl (Reis) 5,1 4,2 4,2 1,4 6,0 
Weizen (Kern) 6,9 4,4 4,3 1,0 5,4 
Toma~en 7,2 1,8 4,4 0,3 2,1 

Wurde die Probe mit Chloroform behandelt. Mit 2n-Salzsfiure wurde dann der 
S~iurewert auf einen pH-Wert unter pH 3 eingestellt und danach mit 15 ml Chlo- 
roform gewaschen. 

1 ml 5~ FDNB-~ithanollSsung wurden mit 5 ml Athanol versetzt und an 
einem dunklen Oft in die DNP-Derivate iibergeftihrt. Das DNP-Aminos~urege- 
raisch ging zum Schlul3 in ein gelbes Gemisch tiber. 

5. Quantitative Analyse 
Die Messung der Peakfl~iche erfolgt trigonometrisch, der Innerstandard wur- 

de nach der Additionsmethode errechnet, wobei zu je 0,5 ml Nahrungsmittel- 
Drobe 0,5 ml einer Alaninstandardl6sung (50 m/100 ml LSsung) zugegeben wur- 
den. Des weiteren wurden bei den Nahrungsmittelproben die jeweiligen Aus- 
gangs- und Endpunkte der Aminos~iuren in den jeweiligen Proben verbunden 
Und als Grundlinie errechnet. 

Ergebnisse 
Sarkosin, Alanin, Glycin, Valin, fl-Alanin, Leucin, Isoleucin, Prolin, 

Asparagins~ure, Glutamins~ure, Methionin und Phenylalanin zeigten bei 
den Standardproben einen Einzelpeak und konnten nachgewiesen werden. 

Bei den Aminos~iuren mit Hydroxylgruppen konnten die o-Trimethyl-  
silinderivate (o-Trimethylsilinthreonin, o-Trimethylsilinserin, o-Trimethyl-  
silinoxyprolin) gaschromatographisch nachgewiesen werden. Serin sowie 
Threonin zeigten jedoch zwischen Prolin und Asparagins~ure einen Peak, 
und Oxyprolin lag zwischen Asparagins~ure und Phenylalanin.  

Als weiteres wurde  bei 10 verschiedenen Arten yon Aminos~uren, 
Alanin, Glycin, Barin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Asparagins~iure, Glut- 
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Abb. 1. Gaschromatogramm des DNP-Aminos~uremethyles tergemischs .  1. Sar -  
kosin, 2. Alanin,  3. Glycin, 4. Valin, 5. Leucin, 6. Isoleucin, 7. Prolin, 8. Trime o 
thylsi l inthreonin,  9. Asparagins~ure,  10. Tr imethyls i l inoxyprol in ,  11. Glutamin-  
s~ure, 12. Methionin, 13. Phenylalanin .  A. Mei3bedingungen: Column: 1,5~/0 
SE-30 1,5 m, Tempera tu r  der  Mel3ger~te: 260 ~ C, W~rme der  P robenkammer :  
260 ~ C, W~rmeanst ieg:  2 ~ C/min, Columnw~rme:  Mit beginnendem Wfirmean- 
stieg bei 190 ~ C wird  bei 200 ~ C die N~-Menge auf 40 ml/min eingestel l t  und 
die Probe  eingegossen. B. 5/~g yon jeder  Aminos~ure wird  in 5 ml Aceton auf-  

gelSst und eingegossen. 

amins~ure ,  Me th ion in ,  P h e n y l a l a n i n ,  d e r  F l ~ c h e n i n h a l t  von  j e  5/~g i h r e r  
S t a n d a r d p r o b e  g e m e s s e n  u n d  m i t  d e m  F l ~ c h e n i n h a l t  von  A l a n i n  v e r g l i -  
chen.  

B e i m  M e B v o r g a n g  w u r d e n  so w e i t  w ie  miigl ich d ie  C o l u m n w ~ r m e  u n d  
d e r  T r ~ g e r g a s d u r c h f l u B  g l e i c h b l e i b e n d  geha l t en .  Bei  D N P - L y s i n  i m  Be-  
r e i ch  yon  0 ~  15 ~g  (Leuc in  0 ~ 5 . 5  ~g) s t i eg  d e r  F l ~ c h e n i n h a l t  p r o p o r t i o n a l  
zur  M e n g e  an. A u f  d iese  W e i s e  w u r d e  e ine  A n a l y s e  d e r  A m i n o s ~ u r e n  in 
N a h r u n g s m i t t e l n  anges t e l l t ,  u n d  d a b e i  k o n n t e n  d ie  in N a h r u n g s m i t t e l n  h~u-  
f ig  a n z u t r e f f e n d e n  A m i n o s ~ u r e n  Leuc in ,  I so leucin ,  Val in ,  Me th ion in ,  
P h e n y l a l a n i n  g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h  a n a l y s i e r t  w e r d e n .  

Bis  v o r  k u r z e m  i i b e r f i i h r t e  m a n  noch  A m i n o s ~ u r e n  in  f l t i ch t ige  D e r i -  
vate ,  o x y d i e r t e  sie m i t  N i n h i d r i n  u n d  a n a l y s i e r t e  den  u m  e inen  K o h l e n -  
s toff  k l e i n e r e n  A l d e h y d .  In  l e t z t e r  Ze i t  w i r d  j edoch  ausschl ie l~l ich d ie  
M e t h o d e  a n g e w a n d t ,  be i  d e r  m a n  die  A m i n o s ~ u r e n  e in fach  ve r e s t e r t .  D a  in 
d i e sem F a l l  j e d o c h  be i  d e r  V e r e s t e r u n g  d e r  H y d r o x y l g r u p p e n  k e i n e  gu t e  
T r e n n u n g  g e g e b e n  ist, mt i ssen  d ie  A m i n o g r u p p e n  b e h a n d e l t  w e r d e n .  I m  
a l l g e m e i n e n  w e r d e n  sie als  A c e t a t e  (6) ode r  T r i f l u o r a c e t a t e  a n a l y s i e r t  
(7-11), k S n n e n  j edoch  auch m i t  H i l f e  d e r  D N P - s i e r u n g  a n a l y s i e r t  w e r -  
den.  Die  G a s c h r o m a t o g r a p h i e  m i t  H i l f e  d e r  D N P - s i e r u n g  w u r d e  e r s t -  
m a l s  y o n  Pisano (1) du rchge f i i h r t ,  s e i t d e m  g ib t  es j edoch  ve r sch ie -  
dene  Be r i ch t e  da r f ibe r .  De r  V e r f a s s e r  d i e se r  A b h a n d l u n g  w e n d e t e  d ie  
D N P - s i e r u n g  zu r  g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  A n a l y s e  y o n  A m i n o s ~ u r e n  
in  N a h r u n g s m i t t e l n  an. D a b e i  e r g a b  sich e ine  ve rh~ l tn i sm~Big  k u r z e  
B e h a n d l u n g s z e i t  d e r  P r o b e  yon  n u r  e t w a  4 Std. ,  d ie  ansch l ieBende  
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Abb. 2. Menge DNP-Leucin und  Peakfl~che. 1Y[enge DNP-Leucin (/~g). Die Peak-  
fl~che wird trigonometrisch errechnet. 

Gasch roma tog raph i e  lie~ sich in  ks Zei t  yon  n u r  30 m i n  durch-  
ffihren. W e n n  m a n  den  e r h a l t e n e n  B e s t i m m u n g s w e r t  m i t  den  W e r t e n  
aus der  chemischen L i t e r a t u r  (12) dar f iber  vergleicht ,  e rg ib t  sich e in  
sehr  zu f r i edens t e l l endes  Ergebnis .  Der  I n n e r s t a n d a r d  w u r d e  nach  der  
A d d i t i o n s m e t h o d e  yon  Yoshinori  (2), bei  der  A l a n i n  he rangezogen  wird,  
e r rechnet .  Da mi t  d ieser  Methode  jedoch n i c h t  a l le  A m i n o s ~ u r e n  a n a l y s i e r t  
Werden  k 6 n n e n  (basische A m i n o s ~ u r e n  Iassen sich n i c h t  nachweisen) ,  is t  
zu de r en  Nachweis  we i te re  S u b s t a n z  no twend ig .  Cruickshank (13) ge-  
b r a u c h t e  e in  M e t h y l e s t e r d e r i v a t  der  N=Tr i f luo race ty l aminos~ure  u n d  
k o n n t e  in  S t a n d a r d p r o b e n  fast  al le  A m i n o s ~ u r e n  nachweisen .  W e n n  m a n  
sich dies ve rgegenw~r t i g t  u n d  die MSgl ichkei t  e inbezieht ,  dab mi t  dieser  
Methode  eines Tages vie le  A m i n o s ~ u r e n  in  N a h r u n g s m i t t e l n  nachgewiesen  
Werden kSnnen ,  s i nd  diese Daten ,  nach  M e i n u n g  des Verfassers ,  yon  g ro -  
l~era Interesse .  

Zusammenfassung 

1. Das Methylesterderivat der DNP-Aminos~ure wurde auf gaschromato- 
graphischem Wege untersucht und die in Abb. 1 angefiihrten Aminos~uren nach- 
gewiesen. 

2. Die Gaschromatographie ist zwar im Vergleich zur Ionenaustausch-Chro- 
matographie viel empfindlicher, zeigt aber nur  wenige Peaks, die sich zum Nach- 
weis eignen. Es miissen daher erneute Nachweise durchgefiihrt werden. 

3. Der gemessene Wert der 5 Aminos~urearten in den Nahrungsmit teln zeigte 
eine ziemlich genaue ]Dbereinstimmung mit den in der Literatur  angegebenen 
Ionenaustauschwerten. 

Summary 

1. The methylester  derivative of DNP-amino acid was examined by gas= 
chromatography and amino acid shown in fig. 1 was detected. 

2. The gaschromatography was more sensitive than the ion-exchange chro- 
matography, but detectable peaks were few, and it must  be further  studied. 

3. The measurements of five amino acids in food were almost coincident with 
those obtained by the ion=exchange method in literatures. 
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