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Zur quantitativen Analyse von Aminosiuren finden verschiedene
Chromatographieverfahren Anwendung, die jedoch alle sehr zeitraubend
sind und den Nachteil haben, dafl sehr viel Substanz gebraucht wird. Aus
diesem Grund wurde in den letzten Jahren die Gaschromatographie als
eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Aminosiuren untersucht,
da bei dieser Methode eine hohe Trennbarkeit gegeben ist und iiberdies
die Analyse mit wenig Substanz in kiirzester Zeit und mit hoher Genauig-

Tab. 1. DNP-sierte Aminosdurestandardproben.

DNP.DL-Alanin DNP.L-Isoleucin
a-DNP-L-Arginin DNP-L-Leucin
o-DNP-DL-Asparagin diDNP-Ricin
DNP-L-Asparaginsiiure DNP-DL-Methionin

diDNP-L-Cystin DNP-L-Phenylalanin
DNP-L-Glutaminsiure DNP-L-Prolin
o-DNP-Glutamin DNP-L-Serin
DNP-Glycin DNP-DL-Threonin
diDNP-L-Histidin DNP-DL-Tryptophan
DNP-L-Oxyprolin diDNP-L-Tyrosin

DNP-L-Valin

(Proben der Chemisch-Pharm. Werke,

Wako-AG
DNP-B-Alanin (Proben der Mann
diDNP-L-Ornithin Forschungslaboratorien)

DNP-Sarkosin

Tab. 2. MeBbedingungen.

Column : SE-30 1,5% Coating 60 mesh 4mm X 1,6
Columnwérme : Wirmeanstieg (2° C/min)

Wérme der Probenkammer: 260 ~ 280°C

Trégergas: ‘ Menge N, : 40 ml/min

Luftmenge: 0,7 I/min

467



Suzuki, Gaschromatographische Analyse von Aminosduren 295

Tab. 3. Behandlung der in Nahrungsmitteln enthaltenen Aminoséuren.

Probe Flissigkeit — 0,5 ml, feste Substanzen durch den Mixer drehen und
8o durchfihren, daf 0,1 mg in 0,5 m] dest. Wasser vorhanden sind
dest. Wasser 0,5 ml . . . (zum Innerstandard AlaninstandardlSsung
zugeben)

3 ml Athanol zugeben

Zentrifugieren (Beseitigung des Proteins)

|
klare Flussigkeit Niederschlag

2 ml dest. Wasser zugeben
mit 2n-Salzsdure auf unter pH 3,0 sinstellen

mit Chloroform waschen

|
Wasserschicht Chloroformschicht

1ml 19%ige FDNP-Athanollésung, 1 ml Athanol, 0,5g Natrium-
bicarbonat zugeben und an einem dunklen Ort bei 37° C fiir 2 Stun-
den schiitteln

30 m] 29,ige Natriumbicarbonatlésung zugeben

mit Ather waschen (3mal)

v {
Wasgerschicht Atherschicht
mit 2n-Salzsiure auf unter pH 3,0 einstellen

mit Athylacetat extrahieren

i Y v

Athy]acetatschicht Wassgerschicht
¥ (Arginin)

Athylacetat beseitigen (bei Unterdruck trocknen und hérten)

mit 1 ml Dimethoxyithan auflésen und 0,2 ml Diazomethanither zugeben

im Stickstoffstrom trocknen, mit 25 ml Ditoxifdthan 16sen und diesen Teil in den
Gaschromatographen einfiillen

keit durchgefithrt werden kann. Das heiBt, eine Methode, bei der die
Aminosiuren, die einen amphoteren Charakter haben, nach Uberfithrung
in ein fliichtiges Derivat analysiert werden (1). In letzter wurde nun ein
Analyseverfahren, die sogenannte Schnellfliissigkeits-Chromatographie,
entwickelt, mit dem in kiirzester Zeit die Analyse durchgefiihrt werden
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kann. Diese Abhandlung berichtet iiber ein Experiment, bei dem nach der
Yoshinori-Methode (2) Aminosiduren in Standardproben und Nahrungs-
mittel auf dem gaschromatographischen Wege analysiert wurden.

Methodik
1. Probesubstanz

Als Probesubstanz wurden, wie in Tab. 1 gezeigt, 24 Arten von Aminosiure-
verbindungen verwendet (Herst. Chemisch-Pharm. Werke, Wako-AGQG).

Als Extraktionslosung verwendete man Ather und Athylacetat, die wieder-
holt destilliert wurden. Die Herstellung der Diazo-methanitherldsung erfolgte
wie folgend: 1,2 g Atzkalk wurden in 2 ml Wasser geltst, 7 ml 2-(2-Aethoxy-2j
aethoxy)-dthanol sowie 2 ml Ather dazugegeben, eine Atherdestillation bel
70° C im Wasserbad durchgefiihrt, die 30 ml Atherldsung, in der 4,3 g N-Methyl-
N-nitro-toluolsulfonamid gelsst wurde, iiber 30 min stark geschiittelt und durch
Abtropfen erhalten (3).

2. MefBbedingungen

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

Das DNP-Derivat der Aminosiure wurde in Dimethoxy#than geldst, mit der
Diazomethanitherldsung versetzt und methylverestert. (4). Darauf im Stickstoff-
strom getrocknet und gehértet und in Dimethoxydthan wiederum geldst. Da
Serin, Threonin und Oxyprolin Hydroxylgruppen haben, wurde die Probe nach
der Methylierung mit Trimethylchlorsilan in Ortho-trimethylsilin {ibergefiihrt
5).
4. Behandlung der in Nahrungsmitteln enthaltenen Aminosiuren

Die Aminosduren in Nahrungsmitteln wurden gem#8 dem Verfahren in Tab. 3
behandelt. Um alle Verunreinigungen, auier DNP-Aminosiuren, zu entfernen,

Tab. 4. Peakfliche der DNP-Aminoséuren.

DNP-Aminosiuren?) Peakfliche von 5 ug der Entsprechende
entsprechenden Aminosiure?) Peakfliche
(em?)
Alanin 4,80 4 0,27 1,00
Glyein 2,32 4+ 0,35 0,562
Barin 5,72 + 0,18 1,38
Leucin 4,60 + 0,28 1,10
Isoleucin 5,10 £+ 0,30 1,13
Prolin 5,30 -+ 0,28 1,12
Asparaginséure 2,61 4 0,28 0,62
Glutaminssure 2,40 + 0,20 0,54
Methionin 3,00 4- 0,38 0,60
Phenylalanin 3,65 4 0,34 0,85

A.) MeBbedingungen Column: 1,59, SE-30 1,5 m; Tomp. der MeBgerite: 260° C;
Wiirme der Probenkammer: 260° C; Wirmeanstiog: 2° C/min; Columnwirme: Mib
beginnendem Wirmeanstieg bei 190° C wird bei 200° C dic N,-Menge auf 40 ml/
min eingestellt und die Probe eingegossen.

B.) Methylesterderivat

C.) Durchschnittliche Abweichung vom Standardwert (jede Probe wurde 3mal
gemessen)
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Tab. 5. Aminostiuregehalt in Nahrungsmitteln (Werte in g pro 16 g N).

Substanz Leu Iso Val Met Phe
Hithnervollei 7,2 5,1 5,0 3,3 4,2
Eieralbumin 9,5 5,8 7,2 5,8 7,0
Eigelh 6,3 4,8 4,2 1,2 4,2
Vollmilch (Kuh) 7.8 3,5 4,2 1,0 8,2
Casein (Kuh) 12,0 7,2 6,2 3,8 3.4
Lactalbumin 11,0 6,7 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
Niere (Rind) 5,1 3,2 7,5 2,1 4,3
Kartoffoln 5,8 5,0 4,3 3,5 8,5
Bohnen (Erbsen) 6,5 5,1 3,8 0,8 7.8
Erdnus 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
Meh! (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 (Korn) 6,9 4,4 4,3 1,0 5,4
Tomaten 7,2 1,8 4,4 0,3 2,1

wurde die Probe mit Chloroform behandelt. Mit 2n-Salzsiure wurde dann der
Sidurewert auf einen pH-Wert unter pH 3 eingestellt und danach mit 15 ml Chlo-
roform gewaschen,

1 ml 5%ige FDNB-Athanolldsung wurden mit 5 ml Athanol versetzt und an
einem dunklen Ort in die DNP-Derjvate libergefiihrt. Das DNP-Aminosiurege-
misch ging zum SchluB in ein gelbes Gemisch Giber.

5. Quantitative Analyse

Die Messung der Peakfliche erfolgt trigonometrisch, der Innerstandard wur-
de nach der Additionsmethode errechnet, wobei zu je 0,5 ml! Nahrungsmittel-
brobe 0,5 ml einer Alaninstandardlésung (50 m/100 ml Lidsung) zugegeben wur-
den. Des weiteren wurden bei den Nahrungsmittelproben die jeweiligen Aus-
gangs- und Endpunkte der Aminosiuren in den jeweiligen Proben verbunden
und als Grundlinie errechnet.

Ergebnisse

Sarkosin, Alanin, Glycin, Valin, f-Alanin, Leucin, Isoleucin, Prolin,
Asparaginsiure, Glutaminsiure, Methionin und Phenylalanin zeigten bei
den Standardproben einen Einzelpeak und konnten nachgewiesen werden.

Bei den Aminosiduren 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 Asparaginsdure einen Peak,
und Oxyprolin lag zwischen Asparaginsiure und Phenylalanin.

Als weiteres wurde bei 10 verschiedenen Arten von Aminosduren,
Alanin, Glycin, Barin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Asparaginsiure, Glut-
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Abb. 1. Gaschromatogramm des DNP-Aminosduremethylestergemischs. 1. Sar-
kosin, 2. Alanin, 3. Glycin, 4. Valin, 5. Leucin, 6. Isoleucin, 7. Prolin, 8. Trime-
thylsilinthreonin, 9. Asparaginsiure, 10. Trimethylsilinoxyprolin, 11. Glutamin-
sdure, 12. Methionin, 13. Phenylalanin. A. MeBbedingungen: Column: 1,5%
SE-30 1,5 m, Temperatur der Mefgerdte: 260° C, Wirme der Probenkammer:
260° C, Wirmeanstieg: 2° C/min, Columnwirme: Mit beginnendem Warmean-
stieg bei 190° C wird bei 200° C die N,-Menge auf 40 ml/min eingestellt und
die Probe eingegossen. B. 5 ug von jeder Aminosiure wird in 5 ml Aceton auf-
geldst und eingegossen.

aminséure, Methionin, Phenylalanin, der Fldcheninhalt von je 5 ug ihrer
Standardprobe gemessen und mit dem Flicheninhalt von Alanin vergli-
chen.

Beim MeBvorgang wurden so weit wie méglich die Columnwirme und
der Trégergasdurchflufl gleichbleibend gehalten. Bei DNP-Lysin im Be-
reich von 0~15 ug (Leucin 0~5.5 ug) stieg der Flicheninhalt proportional
zur Menge an. Auf diese Weise wurde eine Analyse der Aminosiuren in
Nahrungsmitteln angestellt, und dabei konnten die in Nahrungsmitteln hau-
fig anzutreffenden Aminosiduren Leucin, Isoleucin, Valin, Methionin,
Phenylalanin gaschromatographisch analysiert werden.

Bis vor kurzem iiberfiihrte man noch Aminosduren in fliichtige Deri-
vate, oxydierte sie mit Ninhidrin und analysierte den um einen Kohlen-
stoff kleineren Aldehyd. In letzter Zeit wird jedoch ausschlieBlich die
Methode angewandt, bei der man die Aminosduren einfach verestert. Da in
diesem Fall jedoch bei der Veresterung der Hydroxylgruppen keine gute
Trennung gegeben ist, miissen die Aminogruppen behandelt werden. Im
allgemeinen werden sie als Acetate (6) oder Trifluoracetate analysiert
(7-11), kénnen jedoch auch mit Hilfe der DNP-sierung analysiert wer-
den. Die Gaschromatographie mit Hilfe der DNP-sierung wurde erst-
mals von Pisano (1) durchgefiihrt, seitdem gibt es jedoch verschie-
dene Berichte dariiber. Der Verfasser dieser Abhandlung wendete die
DNP-sierung zur gaschromatographischen Analyse von Aminosduren
in Nahrungsmitteln an. Dabei ergab sich eine verhidltnismédfBig kurze
Behandlungszeit der Probe von nur etwa 4 Std., die anschlieBende
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Abb. 2. Menge DNP-Leucin und Peakfliche. Menge DNP-Leucin (¢g). Die Peak-
fliche wird trigonometrisch errechnet.

Gaschromatographie lieB sich in kiirzester Zeit von nur 30 min durch-
fiilhren. Wenn man den erhaltenen Bestimmungswert mit den Werten
aus der chemischen Literatur (12) dariiber vergleicht, ergibt sich ein
sehr zufriedenstellendes Ergebnis. Der Innerstandard wurde nach der
Additionsmethode von Yoshinori (2), bei der Alanin herangezogen wird,
érrechnet. Da mit dieser Methode jedoch nicht alle Aminosiuren analysiert
werden konnen (basische Aminosiuren lassen sich nicht nachweisen), ist
Zu deren Nachweis weitere Substanz notwendig. Cruickshank (13) ge-
brauchte ein Methylesterderivat der N-Trifluoracetylaminosiure und
konnte in Standardproben fast alle Aminosduren nachweisen. Wenn man
sich dies vergegenwirtigt und die Moglichkeit einbezieht, daB mit dieser
Methode eines Tages viele Aminosiuren in Nahrungsmitteln nachgewiesen
werden kénnen, sind diese Daten, nach Meinung des Verfassers, von gro-
Bem Interesse.

Zysammenfassung

1. Das Methylesterderivat der DNP-Aminosdure wurde auf gaschromato-
graphischem Wege untersucht und die in Abb. 1 angefiihrten Aminosduren 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 Aminosdurearten in den Nahrungsmitteln zeigte
eine ziemlich genaue Ubereinstimmung 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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