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GASCHROMATOGRAPHISCHE UND MASSENSPEKTROSKOPISCHE 
UNTERSUCHUNG VON L-THEANIN UND SEiNES TRIMETHYLSILYL- 

DERIVATS 

O_ VITZTHUM und P. WERKHOFF 

SUXlXlXRY 

t_-Theanin can be analysed by gas chromatopt-aph~ * sftcr conversion into its 

tritnethylsilyl derivative. The analysis by ,-_; s* ts chromato~raphv indicates that the ct‘;tc- 

tion proceeds quantitatively. The IIX~SS spectra of both t_-thertnin and its trinwthylsil_vl 
derivative a-c discussed. Mass spectral frrtyncntation patterns of L-theanin and its 
tritneth_vlsilyl derivative art contirmcd by fra~i_mcntatiotl sequences of ;*-N-methyl- 
glutaniin and the corresponding silvl derivative. Analysis by mass rpcctromctr~ 

dsmonstratcs the formntion of tris-(t~itnctli~lsil~~l)-tlicanin. 

t--Thettnin ist 1949 van Sakrtto’ ;tus Tee isolicrt und als ;.-N-~th_vl~lutamin 
idrntitiziert \vorden_ Utxtbh;?ngig davon ist die Vcrbindung VOII Cart\vright 6.1 al_’ in 
Minem Tee nachgmkscn und in neuerer Zcit van Roberts ttnd Sanderson” und Scl- 2 
~endrttn und Selvendrst? bei der Utmrsuchun~ van Tccpflrtnzen und dsr Teefet-tnen- 
tation als Hattptkompon~tit~ in dct- Aniinos~urefraktion van Tee bcschriebsn \vor- 
den. Crtsimir ct aI.j isolierten r-Thesnin t-nit Hilfe der Pspierchromatogrttphis aus 
_\i~r~c-o~~ztr.s fxrtlirrs und he\virscn die Struktur durch Ver@cich mit der synthetischcn 

Verbindung- Nach Kitnttra und Murat$’ sol1 L-Thermin ini Ticrvcrsuch die krampf- 
erzsugsnde Wirkung hohet- Coft‘Xndosen ttnttt~_onisicr~li_ Viillig unabhtln~ig wn den 
Studien des grfinen und sch\vttrzrn Tees ist t_-Thcnnin bercits l94l van Lichtenstein 
:ttt~ t_-Pyrrolidoncarbontiure und &hvlttmin dat-grstellt \vordcn_ Weitere t_-Theanin- 
Synthesrn sind bei Sakttto Ct ct1.S. H:tshizunwy, Furuysmtl ct cd.” mid Yamrtda L’I CI[.” 
beschrieben. 

Die Vcrbindung wtrde van uns syntht’tisiert und dut-ch 1 R- und MS-Spcktt-cn 
best&i@_ 

Zur B~stirnmung van t--Theanin sind bishcr nur papirrclirom~tto~rrpl~ische 
Arbeiten b&iintlt’-‘. Wir habeu deshztlb geprfift. ob sich t_-Thcanin tnit dcr M&ode 
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da- Gaschromatogr3phie (GC) alalysieren Eisst. t_-Thetmin ist \vcgen der frcicn Car- 
bos_vlfunktion nicht seniigend ftfichtig und ktlnn dcshalb nicht dir& gttschromato- 
eraphisch bestimmt werden. In Form seines einfach und rasch herstellbaren Trime- 
~iylsilylderivats Eisst sich die Verbindung jcdoch eindeuti g analysicren. Die Massen- 
spcktromctric best%tigto uns die Struktur des Thttminderivats und den erwlrtetcn 
SiI\~Iierungs~rttd. 

EXPERihlEXTELLER TElL 

_._m rh~5~vl 
~~-N-_~th~I~lut;lniin (I_-Thcrmin) ist gemlss ds:i Vt’rt~lhrt’li’-‘-y-L” dar~~stellt 

wordal_ Das Verl-ahren van H:&izumey ist wegen seiner rzintkhsn und schncllen 
Aut:trbeirtmg_ die Synthcse van FurLLyLma er rrl.” wc~cn dcr c‘ &istisen Ausbeute Iwr- 

vorzuhcben_ Die Darstcllung nach Furuyama CI CI/_ liefxt ein ~malysenrcincs Prrlparat 
mit L~lg_enden r~~ikroan~~l_vtiscilel~ Datcn: 

Bcr.: C 4S_16_ H S.10. N 16-W 
Get-_: C-X11_ H S-O_ N 16.20 

Dir Vcrbindung besitzt cincn Festpunkt vnn 211 his 213 _ Der R,-Wtxt betriigt 0.69 
(Fliessmittel: C121L~r~2~L2rn~-hlet12~tnL21- 17 :I,lises Ammoniak. 3:4:‘,CelIlllL2sepl~lttc). 
Die Substanz gibt mit Xinhydrin eine starke tRotfirbung_ Das IR-Spektrum ist vKllig 
idcntisch mit der Verbindung_ die Casimir et cl.” ;LLIS Serommus hrrrlir~s isoliert haben. 

;,-N-MethyIglut;lmin wurdt nach J-ichtenstcin’ ;LLLs r_-P~rrolidoncrtrbonsr?urc 
und Mcthylamin crhaltcn_ 

Bcr.: C m-97. H 7.56_ N 17.50 

Gef.: C 45.07, H 7.43. N 17.51 
Der Fcstpiutht betr5g nach mehrmaliger Urilkristallisation 105 _ 

Zur Dttrstellung des Trimeth_vlsily!deriwts \-erwrndctcn wir N-Mcthgl-N-tri- 
mcth?-lsil~ltrifluortlcet~l~iid (MSTFA). N-Meth_vl-N-trin:etl~~l~il~l~~ept~~~l~~~~rb~~t~~-- 
amid (MSHFBA) und N-N-Bis(trimcth_vlsilyltritluor:~cct:unid) (BSI-FA). BSTFA ist 
e~n geeignetes Sil_vIierunfsmittel ii?r vielc Amilir)s~L!rr-n*‘-‘“. Als beste Methode hat 
sich fk- t_-Theanin die limsetzung mit h4STFA er\viesen_ Zur Durchfiihrung dcr 
Derivatisierungsreaktion haben \vir kleinr Reaktionsgefiisse einsesetzt. die mit cinem 
Silicon~ummiseptum verschlossen sind. Die Silyldcrivatc sind bckmntlich schr 
~-euchtigkeitsemptindlichr fiir die Probccntnahmc durchsticht nxLn das ScptLun mit 
der Iiijektionsspritze_ 

Zu einer Mirchiuig van 3 rns L-Theanin und 3 ny Hesadecan (wC,,HJJ. 
intcrncr Standard) gibt man lC0 /tt MSTFA, schiittelt einige Minuten krtlftiz und Iiisst 
L-U_ I20 mir2 lxi Raumtemperatur strhen. Nach dicser Z&t ist die Reaktionsliisung I&u- 
~ewordcn und kann ttnalgsiert wrden. 

Zur Bestimmung dcr optimalen Reaktionszeit der Silylderiv:LtbilduL2g ist eint 
Thcminprobc in verschiedcL2en Zeitabst5ndcn aufden Gehalt der Reaktiommischung 
an silyliertem Theanin kberpriift worden. 

Der T&rile I_ in der die Quotienten da- PeakfEichen aufgefiihrt sind, ist ZLI 
entnehmen. dass bei Raumtcmper~LtLLr cinc Reaktionszeit van IZO min ausreicht. Die 
GC Auswertung erfolgts durch Messtmg des Produkts ws H(ihe und Breitc in halber 
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TABELLE I 

OPTIMALE RE_~\KTIONSZEIT FijR DIE THEANINSILYLIERU~G BEI RXUXiTE,\IPE- 

0.3YS 

0.53-I 
0.s 16 

O_Y3Y 
0.969 
i_lOS 

i.IZZ 
I.155 

1.16 
I.159 

Hiihe. Xrbeitet III;UI in1 Trock;cnsclux~k bci ciner Tr-tnprratttr ~-on 100 . so ktnn die 

Silylia-trngszt-it auf SO tnin vet-ktirzf \vcrdm_ Zut- quantitativen Y~srimmttn~.~on L- 

Tktnin sollte ttnbcding_t tin 25 his 30t~tchcr Obet-schuss an Sil~li~ruti~_smittel vet-- 
~~~tx_kt mwdctx Da- ~~txtngcnel~n~c N&encfkk;t_ &I- sich in1 Dctektot- A.xclwidmdm_ 
nicht brrnnbat-en Silicium~crbitldttt~~etl. \vurde ~ttngm~gw~. indem wit- die sil;lierten 
Tiwaninprobcn bei nicht brcnncndm~ Flan~mrnionis~ttil~t~sd~~~~~~~~t- (FID) auf die 

S;?dc geg_cbtm h:lbcn_ Dtzr Dt‘tc~tor\~urcit’~‘~st dan~~gcziindcr. N~‘IIII das i-iisungsmirrel- 
getnisch ;tus RISTFA und seitwtn ~ntsil~lirrten I~~al;tionspn,dttkr bcreirs elttir‘rt uxr. 
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dttmit ohnc Vefinderuns der Messp~~rameter miiglich. Ein Tailing bei Trimethylsilyl- 
theanin kann \veitgehend ausgeschIosscn werden, wenn eine ausreichendc Vorbc- 
handitmg drr Stiule mit Silylirrun~mittci durchgefiihrt tvorden ist_ 

Die GC Analysen warden mit einem G:lschromato~rapheii F 30 der Fa. Perkin- 
Elmer ausgefiihrt. 

Zur Aufnahme der Massenspcktren diente das Geriit MAT I 11 der Frt. Varian. 
Die Probeneingabcerfolgtrim Fallevon t_-Theanin mit Hilfeder Dircktcinlassn~ethode. 
Das Spektrum van Trimethylsil~ltheanin ist mit eincr Kopptung Gmchromato~raph- 
Mussensp+ktrometer rtufgw-wnmrn worden_ \vobei das Masscnspektromcter fiber 
einen Spattscpzlrator mit eincr 50 m I:m+n SF-96 GlAx~pill:m5Tule gekoppclt WX. 
Die Kopplung GC-klassenspektrom~trie hat bei der silylierten Verbindun_r rrecxenfibcr - = 
drr Direkteinlassmethodc den Vorteil. drtss keine pr%parativr Isolirrung dots Thranin- 
peaks durchg&ihrt xverdrn musste_ Auf dirsc W&c konnte die Bildung hydrolytischer 
Artefakte bri der stark F~uchti~l_keitsempfindlichen Silylverbindun, 1% vfilli~ tiusgeschaltet 
wcrden. Die Probsnaufgabc crfol~tc g_rdiss der Splitlcss-l!ljcction-~~lethodr nach 
Grab und Grab”. Die Arbcitsbrdingunyen \varcn: S5iuk 50 m SF-96 Glasktlpillar- 
siiuler Siiulcntemprratur_ iW I Tr%gergas. Helium: Strfimung_ LYI. I ml!minr loni- 
sierungsspannun~. SO cVr lo!~cnqurll~ntempcrtltur_ 200 -_ 

ERGEBXISSE tiSD DISKUSSIOS 

Zur ~berprXung da- R~produzierbarl;cit dcr Anai\;scnmcrhodc~l~sct~!~~c~i~~~dc wurdr &c 
Re&tionsl%a.mg wn Trimcthylsil~lth~lnin sechsmal analysitrt_ Die Vcrkltnisss der 
Peaktliichen van Thclmin und innerem Standard sind in Tabcllc I I &getrqen. 

Dir Rrproduzierbarkrit ist t?usreichcnd. Die Ab\veichung-cn dcr Einzelmrssun- 
s-en Iiegen in einer Griissenordnung_ die tine Zcrsetzuns \v5hrcnd da- GC Analyse 

ausschliesst. 

Zur Prfifung dsr Linwritr?t des Detektors und der quantitativen Silylierun~ 
van t_-Thrtlnin wurden fiinfAns5tzr mit verschiedenen Mengen Thermin, jrdoch glri- 
chrr ivlenge inncrem Standard. einge\vogen und analysiert. Das Ergsbnis ist in Fig. 2 
witdcr~rgeben_ Die eingetrttgenen Wertc sind Mittelwcrtr aus drei Bestimmungsn. 
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M’ 174 

U5C2-NH-$ -Ct-$-CH2-CH=&H2 

mla 129 

>\ 

- C2H5pH2 

,cH2- CH2 
o=c,_ i +O-C-CH=CH-_CH~-NH~ 

N- CH-NH2 
/\ 

c2H5 
mle 84 

mfe 123 

x0;\ --CH0 
1 

- co 

CH -CH 
I = 

CH -c ,2& ,2 ,H2 7 CH_=Cki--CH=& 2 
t&N-- CH-NH2 

1 
N - CH-NH2 
I rnle 56 

c2Hs C2H5 

iibergeht, die nach einer Wa~serstofTt~n~lztgerung CO sliminirrt das Bruchstl?ck 
56 liefert 4). 

Das ilr/e 129 nach dsm in die nz!e 101 
I29 - und NI/~ (/jr/r 129 -CHO). Ein Bruchstiick 

des dtls durch u van gebildet \vird_ bsi 
nzje auf_ Die Mt~sse nrie 1X kann als Folgeprodukt des cgclischen Ions 
rrzie 119 untcr Abspaltuq eincs Wasserstotrradikals cntstehsn_ Das ion w/e 11 1 (m,ie 
129 - H,O bzw. ~zfe 135 - NH,) ist eindeutig ein Fragment des ions nz,!e 129. dessen 
Zusrtmmensetzung ohnz Hochau~6sung nicht eindrutig anzugeben ist. 

Plausible M iiglichkeiten Wiren : 

o=c rlfZ Ii&.-LC-CH*--a-+CH’NH 

1 
C2% 
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Fig. 6. Silylierung van i-Theanin. 
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mtsteht_ Das Bruchstiick m/e 57 kann als Radikalion Icicht eine Methyigruppe verlie- 
ren und in das Fragment nzje 72 iiber&en_ Die Masse m/r &I entsteht dxrtur t-nit 
gosstr Wahrscheinlichkeit durch Abspaltung van CO_ 

Tril~Ierll_l-Isii~[ti~~~~I~i~~- I’mev-bimitrq_ Die Struktur des gebildeten Silylderivats 

wird durch die Massenspektr~metrielletri~ best5tigt. Die Silylierung van L-Theanin mit N- 
Meth_vl-N-Trimrth~lsil~Itrifiuortlceta~id verliiuft nach dem in Fig. 6 angegebeucn 
Schtmm 

Drts Masscnspektrum des Silyldcrivats (Fig. 7) zeigt einr Fra~mentitrung_ die 
mit dcr erwarteten Struktur ekes Tris-(trimethylsiIyl)-theanins in Einklang ist. Der 
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Mokkiilionpetlk kl P cntspricht detn zu crwartenden h~ol~kul~~r~~\~icllt_ Eine voll- 
stgndige Siiyiierung \-on t_-Theanin zum T~tra-(trimr’th_VISiI-I)-Dcrivat war nicht zu 

erwarten, da Ba-gstrdm ~‘t c11_‘” bei der Untersuchung \-on cc-Aminos;iurcn gczrigt ha- 
bm_ dass lediglich Glycin ein cc-N-Bis-(Tri~~?ctII):lsil~l)-D~ri~~lt liefert. 

Wir beschrt?nken uns auf die Diskussion der wichtiesten Fragnwnte und Zer- 
fallswrgr?nge_ die fi?r dir angeg-ebene Struktur besondrrs charakteristisch sind. Dcr 
Molek;iiIpeak bei nzjr 390 besirzt eino rtxht I wringe Intrnsittlt. Trimrthvlsil~lvLrbin- _ _ 
dungen nrigen hiiulig zu starktx Fmgnwntimung und licfrrn deshxlb oft Spektrtx die 
I\;loie~;t?lionsi~nals mit zusserst geringcn fntsnsitiiten :~uf\veismli-lS_ D:ls Molekiilion 

JJZ,‘L* 390 besitzt ein zur Carbonvifunktion ;*-str7ndiees C-H-Atom und &it durch 
McLtlit~rt_v-UmIa~~r~lIi~ in das BruchstGck IJZ!V 159 fiber (Fig. S). Der Vet-lust cina- 
Methyl~ruppr fiihrt im oberen Massenbereich zu einem Peak bei mfe 375_ Ob dabei 
zinc bet:orzugte Abspaltung aus t5ner brstimmten Silvl~~ruppc auftritt. gsht aus drn _ 2 
\orliegenden Drtten nicht herwr. Aus mica 375 entsteht durch W~lssersto!iiIml~~_rr~~~~~ 
und Abspaltunp van (CH3)$i :- ‘OH dcr Pmk hei J~/C 75. Einc \veitere Hauptab- 
haureaktion aus dem Molekiilion fiihrt unter Absprtltung drs Radikals COOSi(CH,), 
zu drm Ion bei nr:‘~g 273. das in dem Sjxktrum des silplierten Thennins den Basispeak 
hiidet. Eine weiterc Alternative t-tit- den Basispeak ist durch die Rcaktionsfolge m,:‘r 

390 _- mje 301 :- m/e 273 gegeben. bei der die Abgabe van -OSi(CH3)3 und die nach- 
foigende Eliminirrung van CO ebenfalls zur Massenzahl m/e 273 fiihren hm. Die 

Abspaitune der Cr~rbotrimethyisilos_vgruppe COOSi(CH,), ist typisch ffir silylicrtr 
AnGnos;Turen*h und bei der Fragmentierung der Trirnethylsiiylverhindungen van lc- 
KetostTuren ehenfalls bektrnnt*‘_ Die Abspaltun g van (CH3)2-Si =: CH, aus ttlje 273 
unter BiIdung van mir 201 ist van etwas untergeordneter Bedeutung. \vZhrend die 
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Fig. S. Fr.l~mmrirrun~schrma v’on silylicrtrltu Thwnin_ 

Ein weitt’rer wichtigcr Abbtwprozess beginnt rnit sincr SiI~l~rllppcn~~mltl~l_erung. 
bci drr dir N-Trim~tll_vlsil~lgruppc zunl Crtrbos_vlsau~rstotf \~~~ndrrt (Fig. 9). Ursachr 
diirfte die bishrr in der iLIasssrtsprktrometrie dcr st~Llernotfllt~ltit~1 Tritnethylsilylver- 
bindungen beobachtrte hohe Atkit& dss Siliciums zu Sauerstoff sein. Nach einer 
Wass~rstot~-~~ilmlrt~~rung rcsultirrt das ton ,II!~ 1 S3 durch Eliminierung van Trimethyl- 
silanol. Das durch Trin~rthylsiIyl\~\~~~dcrun, u rntstandene Ion @e 273 frz\gnwntiert 
\vciter unter Bildung dcs Ions nz_!c l&k_ das unter Abspaltung van (CH,),-Si == CH, 
in &as Bruchstiick III/~ 11 Z fibrrgeht. iM_xn der ixksse r~r!e 111 wird im Sprktrum des 

silyliertrn Theanins such das um title Masstxeinhcit Ieichtere Ion ~II/L~ I I 1 gI_t‘fundcn. 
Es kornmt in Antdogie zu dem ion w/e 1 12 ebrnttdls durch Eliminirrunp ion 
(CH,),-Si = CH2 zustttnde. 

Das P~nt~~mettt_vldisilosoniumion nr/e 147 (CH3)3Si-t0 =-- Si(CH,), \var be- 
reits im Untergrund mit geringer lntensit~t vorhandsn und kann durch spezitischc 
Desorption vrrst%rkt auftreten. Derzlrti_e uner\viinsc[~te memory-Eitkktc sind bei Tri- 

meth_vlsilyl-Esperimenren ~vohlbekannt. Im Spektrum van Tnm~th~lsil~itheanin ist 
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mle 112 . 

_ 
C2H5-N=C-CH*-CH2-CH=N-SiMe3 
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Dcr massenspektrometrische ZerfXI v’on :.l-N-~th_vI~lutrImin tend Trimcthyl- 
silylthranin \vird durch dir Fragnxntierunl ‘1 con -.-l\i-Methvi~~l~~tan~i~~ und da cnt- , - I 
sprechendcn Silylverbindun= 0 in schiincr W&c kstzitigt. Die FrafmcIiricrun~cn da- 
N-McthyI- und N-xthyl-Deri\ate Itu_dx viiilig twthg_ 

TABELLE 111 

3lASSEKSPEKTRO~lETRlSCHE DATEN UKD lXTEESIT_~TEN DER USTERSUCHTEX 
VERBISDUXGES 

111 (76.3) 

I!ktIl*It 

r~tjr frel. Int.) 175 (1-I) 156 (5-5) I29 (62’.6) !X t2O.S; 1 I7 16.7) 

101 ( 10-a) 100 (1 IS) 57 (57.0) S-l (100) 71 (5S.2) 36 (3%7) 

III.:C* (I-CA Ire.) I61 (1-S) 142 (3-J) I IS (63-O) 11-t (1S.O) YS (S.5) Y 
S7 I 14.7) S6 (10.5) S-l t 100) 73 (51.0) 5S (12.3) 56 (45.0) 

7 (63.0) 

ThlS-N-_~rh~Iglutlniin ngc (rel. lnt.) 390 (1.7) 375 (5.0) 173 t 100) 257 (9.3) IS? tLL7) 1Si (61.0) 
159 (56.5) 156 t2S.6) 147 (23.01 i?Y (8.2) 11s (23.4) 111t5.3) 111 (75) 
75 (51.0) 73 W.0) 

TMS-N-~t~tl~~lgIut~~~~in tttie trel. lnr.) 376 (2.6) 361 (7.2) 25Y (100) 243 (7.1) 170 (23.5) 16Y (50.0) 
156 (27-S) 147 (27.0) 145 (31.5) 115 (2.5) 114 (4.2) YS (3.3) 97 (11.0) 
75 (36.0) 73 (90-O) 
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In Tabelle III sind die IntensXiten der wichtigsten lonen der N-Methyl- und 
N-ethyl-Verbindun~el~ zusttmmengestellr. 

Das ivlassenspektrum wn Trimcthylsilplthcrti~in bcstzitigt das Vorliegen cincr 
dreihch silylierten T!lcaninstruktur und ist mit dem Mrtssenspektrum des nach 
Cartu+ht cr N/.- aus Tee isolicrten Produktes 6llig identisch. 
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ZUSXXIXIENFASSUSG 

L-Thcanin ist in Form srrincs Trimcth~lsiI~Id~I-iV;?ts f‘iir &nc qmtltik~tive gas- 
clil-~~Iii;ltOgr:lphisChL\ Bestinmiim, (1 glf gceignet. L-Themin und silylicrtcs t..-Themin 
sind m~tssenspcktroskopisch wmt-sucht worden. Die Frrl~_mentierun~_en sind durch 
den masstnspelitrometrischen Zetfall da $eichzeitig ittitersucliten ;+LMethyl- 
4utatnins und des txmprechenden Silylderivtlts ~ 2 wsichert. Die \ortmgehende Diskus- 
sion da- \vichtigsten BruchstLicke und Zert~llls~or~~tl~~zcigt. dass das Massenrpektruni 
des untrrsuchtm Trinwthylsilyldcrivats d:is Vorliesen eines Tris-(triheth_vlsilyl)- 
themins bcsriitigr_ 

LITERATUR 


