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SUMNMIARY

Gus chromatographic and mass spectrometric studies on L-theanin and its irimethiyisilyl
derivative

L-Theanin can be analysed by gas chromatography after conversion into its
trimethyisilyl derivative. The analysis by gas chromatography indicates that the reae-
tion proceeds quantitatively. The mass spectra of both L-theanin and its trimethylsilvl
derivative are discussed. Mass spectral fragmentation patterns of L-theanin and its
trimethylsilyl derivative are confirmed by fragmentation sequences of ~N-methyl-
glutamin and the corresponding silyl derivative. "Analysis by mass spectrometry
demonstrates the formation of tris-(trimethvlsilvl)-theanin.

EINLEITUNG

L-Theanin ist 1949 von Sakato! aus Tee isoliert und als ;-N-Athylglutamin
identifiziert worden. Unabhiingig davon ist die Verbindung von Cartwright e7 «l.2 in
griitnem Tee nachgewiesen und in neuerer Zeit von Roberts und Sanderson® und Sel-
vendran und Selvendran? bei der Untersuchung von Teepflanzen und der Teefermen-
tation als Hauptkomponente in der Aminosaurefraktion von Tee beschrieben wor-
den. Casimir er al® isolierten L-Theanin mit Hilfe der Papierchromatographie aus
Xerocomus badius und bewiesen die Struktur durch Vergleich mit der svnthetischen
Verbindung. Nach Kimura und Murata® soll L-Theanin im Tierversuch die krampf-
-erzeugende Wirkung hoher Cofleindosen antagonisieren.- Véllig unabhingig von den
Studien des griinen und schwarzen Tees ist L-Theanin bereits 1942 von Lichtenstein’
aus L-Pyrrolidoncarbonsiiure und Athylamin dargestellt worden. Weitere L-Theanin-
Synthesen sind bei Sakato er al.®. Hashizume®. Furuyama er a/.'° und Yamada er al.™
beschrieben.

Die Verbindung wurde von uns synthetisiert und durch 1R- und MS-Spektren
bestitigt.

Zur Bestimmung von L-Theanin sind’ bisher nur papierchromatographische
Arbeiten bekannt®*~*. Wir haben deshalb gepriift. ob sich L-Theanin mit der Methode
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der Gaschromatographie (GC) analysieren Eisst. L-Theanin ist wegen der freien Car-
boxylfunktion nicht geniigend fliichtig und kann deshalb nicht direkt gaschromato-
eraphisch bestimmt werden. In Form seines einfach und rasch herstellbaren Trime-
thylstivlderivats Iisst sich die Verbindung jedoch eindeutig analysieren. Die Massen-
spckirometric bestiitigte uns die Struktur des Theaninderivats und den erwarteten
Silylierungsgrad.

EXPERIMENTELLER TEIL

Svuthesen

s-N-Athylglutamin (L-Theanin) ist gemiiss den Verfihren®7-%-' dargestellt
worden. Duas Verfahren von Hashizume® ist wegen seiner einfiachen und schnellen
Autarbeitung. dic Synthese von Furuyama er a/.'® wegen der glinstigen Ausbeute her-
vorzuheben. Die Darstellung nach Furuyvama er ¢f. Hefert ein analysenreines Priparat
mit foleenden mikroanalvtischen Daten:

Ber.: C 48.26. H S8.10. N 16.08

Gef.: C4821. H 8.0. N 16.20
Dic Verbindung kesitzt cinen Festpunkt von 212 bis 213 . Der R.-Wert hetriigt 0.69
{Fhiessmittel: Chloroform-Niethanol-17%iges Ammoniak. 4:4:2/Celluloseplatte).
Die Substanz gibt mit Ninhydrin eine starke Rotfirbung. Das IR-Spektrum ist vollig
identisch mit der Verbindung. die Casimir er ¢/ aus Xerocomus badius isoliert haben.

»-N-Mecthylglutamin wurde nach Lichtenstein” aus L-Pyrrolidoncarbonsiure
und Methylamin erhalten. ‘

Ber.: C 4497 H 7.56. N 17.50

Gef.: C4507. H 743. N 17.52
Der Festpunkt betrigt niach mehrmaliger Umkristallisation 205 .

Herstellung und gaschromatcgraphische Analvse des Trimethyisilviderivars

Zur Darstellung des Trimethyisilylderivats verwendeten wir N-Methyl-N-tri-
methyisilyltrifluoracetamid (MSTFA). N-Methyl-N-trimethvisilvlheptafluorbutyr-
amid (MSHFBA) und N.N-Bis(trimethylisilyltrifluoracetamid)} (BSTFA). BSTFA st
cin geeignetes Silylierungsmittel far viele Aminosiuren'>-3. Als beste Methode hat
sich fir L-Theanin die Umsetzung mit MSTFA erwicsen. Zur Durchfithrung der
Derivatisierungsreaktion haben wir kleine Reaktionsgefiisse eingesetzt. die mit cintem
Silicongummiseptum verschlossen sind. Die Silylderivate sind bekanntlich sehr
feuchtigkeitsempiindlich: fiir die Probeentnahme durchsticht man das Septum mit
der Injektionsspritze.

Zu einer Mischung von 3 mg t-Theanin und 3 mg Hexadecan (1n-C, Hj;.
interner Standard) gibt man 1C0 z MSTFA, schiittelt einige Minuten kriftig und lidsst
ca. 120 min ket Raumtemperatur stehen. Nach dieser Zeit ist die Reaktionslosung kiar
geworden und kann analysiert werden.

Zur Bestimmung der optimalen Reaktionszeit der Silylderivatbildung ist eine
Theaninprobe in verschiedenen Zeitabstinden auf den Gehalt der Reaktionsmischung
an stlyliertem Theanin Gberpriift worden.

Der Takelle L. in der die Quotienten der Peakfliichen aufeefiihrt sind. ist zu
entnehmen. dass bei Raumtemperatur eine Reaktionszeit von 120 min ausreicht. Die
GC Auswertung erfolgte durch Messung des Produkts aus Hohe und Breite in halber
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TABELLE ]

OPTIMALE REAKTIONSZEIT FUR DIE THEANINSILYLIERUNG BElI RAUMTEMPE-
RATUR

Reaktionszeit (min} - FruiFe,
5 0.398
20 0.534
335 0.816
a8 0.939
60 0969
S0 L.108
100 1.132
120 1158
150 L.156
180 L1159

Fray Pcakifiche von Trimethylsilyltheanin
.I’cl 7 Peakfliche von innerem Standard CiaHj;
~

Hohe. Arbeitet man im Trockenschrank bei einer Temperatur von 100 . so kann die
Silvlierungszeit auf 80 min verkirzt werden. Zur quantitativen Bestimmung von L-
Theanin sollte unbedingt cin 25- bis 3Cfacher Uberschuss an Silvhierungsmittel ver-
wendet werden. Der unangenehme Nebeneftekt. der sich im Detektor abscheidenden.
nicht brennbaren Siliciumverbindungen. wurde umgangen. indem wir die silvlierten
Theaninproben ber nicht brennendem Flammenionisationsdetektor (FID) auf die
Siaule gegeben haben. Der Detektor wurde erst dann geziindet. wenn das Losungsmittel-
gemisch aus MSTFA und seinem entsilvlierten Reaktionsprodukt bereits eluiert war.
Auf diese Art und Weise entsteht in der Brennkammer des FIDs nur eine unwesent-
liche Menge von Siliciumdioxigd. Eine Messerie ist dann ohne Unterbrechung und
<

CigHag

TMS- THEANIN

- T T —
Zeit(min) 10 5 o]

Fig. 1. Chromatogramm von Trimethylsilvitheanin mit Hexadecan als innerem Standard. Trennsiule
3.5 m 272 Dexsil 300 aut Chromosorb G HP. 100-120 mesh : Siulentemperatur 210 @ Einspritzblock-
temperatur 250°%; 17 ml Stickstofiymin.
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damit ohne Verinderung der Messparameter moglich. Ein Tailing bei Trimethylsilyl-
theanin kann weitgchend ausgeschlossen werden, wenn cine ausreichende Vorbe-
handiung der Siiule mit Silylierungsmittel durchgefithrt worden ist.

Die GC Analysen wurden mit einem Gaschromatographen F 30 der Fa. Perkin-
Elmer ausgefiahrt.

Massenspek tromeltrie

Zur Aufnahme der Massenspektren diente das Gerit MAT 111 der Fa. Varian.
Diec Probencingabeerfolgte im Falle von L-Theanin mit Hilfe der Direkteinlassmethode.
Das Spektrum von Trimethylsilyltheanin ist mit einer Kopplung Gaschromatograph-
Massenspektrometer aufgenommen worden. wobet das Massenspektrometer tiber
cinen Spaltseparator mit einer 50 m langen SF-96 Glaskapillarsiiule gekoppelt war.
Die Kopplung GC-Massenspektrometrie hat bei der silvlierten Verbindung gegeniiber
der Direkteinlassmethode den Vorteil. dass keine priparative Isolierung des Theanin-
peaks durchgefiihrt werden musste. Auf diese Weise konnte die Bildung hydrolytischer
Artefakte bei der stark feuchtigkeitsempfindlichen Silvlverbindung vollig ausgeschaltet
werden. Die Probenaufgabe erfolgte gemiiss der Splitless-Injection-Methode nach
Grob und Grob™. Die Arbeitsbhedingungen waren: Siule. 30 m SF-96 Glaskapillar-
siule: Siulentemperatur. 1807 : Trigergas. Helium: Strémung. ca. | mli/min: loni-
sicrungsspannung. 80 ¢V : lonenquellentemperatur. 200 .

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Reproducierbarkeir der Analyse

Zur Uberpritfung der Reproduzierbarkeit der Analysenmethode wurde cine
Reaktionslésung von Trimethvisilvitheanin sechsmal analvsiert. Die Verhiiltnisse der
Peakflichen von Theanin und innerem Standard sind in Tabelle Il eingetragen.

TABELLE 11

REPRODUZIERBARKEIT DER GC TRIMETHYLSILYLTHEANIN-ANALYSE
Versuch
I 2 3 2 3 6

Fn.f'F(-m 1.46 1.37 1.39 1.50 1.47 146

Niherungsstandardabweichung., 5, 0.05
Variationskoethzient: 3.47%;,

Die Reproduzierbarkeit ist ausreichend. Die Abweichungen der Einzelmessun-
gen liegen in einer Grossenordnung. die eine Zersetzung withrend der GC Analyse
ausschiiesst.

Linearitit des Derektors

Zur Prifung der Linearitiit des Detektors und der guantitativen Silvlierung
von L-Theanin wurden tiint’ Ansitze mit verschiedenen Mengen Theanin, jedoch glei-
cher Menge innerem Standard. eingewogen und analysiert. Das Ergebnis ist in Fig. 2
wiedergegeben. Die eingetragenen Werte sind Mitielwerte aus drei Bestimmungen.
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Fig. 2. Linearitit des Detektors far silyvliertes Theanin.

Der Verlauf der Geraden beweist die Linearitit des Detektors und zeigt zugleich. dass
die Umsetzung mit MSTFA unter den angegebenen Versuchsbedingungen quantitativ
verlauft. '

Massenspekiromertrische Untersucinmg von L-Theanin und der Triniethyisilvitheaninver-
bindung

Theanin. Molekiithonen von Aminosiurederivaten sind wegen des relativ ge-
ringen Energicaufwandes_der zu ihrer Spaltung bendtigt wird. meist nicht zu erkennen'®
und betragen oft nur 0.05 bis 0.2°, des Basepeaks. Auch L-Theanin weist nur einen
sechr geringen Peak bei der Massenzahl des entsprechenden Molekiilions auf. Das
Molgewicht von Theanin kann aber aus dem Auftreten der (M — 1)-Spitze bet mie
173 abgeleitet werden. die bei Aminosiuren und dihnlichen Vertretern dieser Verbin-
dungsklasse sehr hilutig anzutretlen ist (s. Fig. 3). Diec Abspaltung von Wasser fiihrt
zu dem ersten grosseren Peak des oberen Massenbereichs bei arfe 156, Das Fragment
M — 345 gchort zu den intensivsten Bruchstiicken im Spektrum von i-Theanin. Es
beruht auf dem Verlust eines COOH-Radikals. wobet das Immoniumion mje 129 ge-
bildet wird. das seinerseits Athylamin abspaltet und in dic Ketenstruktur mée 84

1001 84
46
80 4
~ 128
60 1 4a 72 87 I
40 i
111
20+ L 128
175 ¥
Ll ‘Ih‘ll‘ !L - l,! . ‘15|6f l.(t‘d)rﬁ

- T
30 40 S0 60 70 B0 SO 100 MO 120 130 140 150 160 170 180 190 200

mie
Fig. 3. Massenspektrum von t-Theanin.
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Fig. 4. Fragmentierungsschema von t-Theanin.

tbergeht. die nach einer Wasserstoffumiagerung CO eliminiert und das Bruchstiick
mie 56 liefert (Fig. 4).

Das lon mje 129 zerfallt nach dem Ringschluss in die Bruchstiicke mje 101
(mie 129 — CO) und mje 100 (nje 129 — -CHO). Ein charakteristisches Bruchstiick
des Molekilions. das durch Eliminierung von Ameisensiiure gebildet wird. tritt bei
mje 128 auf. Die gleiche Masse mife 128 kann als Folgeprodukt des cyclischen lans
nife 129 unter Abspaltung eines Wasserstotfradikals entstehen. Das fon mfe 111 (mje
129 — H,O bzw. mife 128 — NH;) ist eindeutig ein Fragment des lons nife 129, dessen
Zusammensetzung ohne Hochaufldsung nicht eindeutig anzugeben ist.

Plausible Mdoglichkeiten wiren:

_l‘_'
. _SH—c . :
o=c ! H5Cp —N=C —CHa— CHa—CH==NH
N~——CH
1
CaHg

mfe 11 mfe m
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Fig. 5. Fragmenticrungsschema von t-Theanin.
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Der Peak bet mfe 112 entspricht dem Verlust von -OH aus mife 129. Vam Molekiithion
M ausgehend. lasst sich eine weltere Reihe von Zerfiillen feststellen, deren Zuord-
nung in Fig. 3 dargestellt ist. Zoniichst entspricht das Fragment m/e 87 dem Verlust
von Imidobrenztraukensiiure. die durch McLatterty-Umlagerung aus dem Molekilion

cooH
H
N—CH 0
AN + 3 cE-c”
CH, 3N ]
(;:H N c¢° N— Si(CHj )y
2 ~ CH3
NH—CZHS
(;_oosa(cn-t3 ),
{(CH,)_Si—-HN—~CH
s i « 3 cE—c?
CH ~
{2 ) NH-CH,
cH, — 2
~
T—CZHS
Si(CHy)4

Fig. 6. Silvlicrung von 1~Theanin.
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entsteht. Das Bruchstick mife 87 kann als Radikalion leicht eine Methylgruppe verlie-
ren und in das Fragment mfe 72 tbergehen. Die Masse mfe 44 entsteht daraus mit
arosser Wahrscheinlichkeit durch Abspaltung von CO.

Trimethyisilvitheanin-Verbindung. Die Struktur des gebildeten Silylderivats
wird durch die Massenspektrometrie bestitigt. Die Silylierung von L-Theanin mit N-
Methyl-N-Trimethylstlyvitrifluoracetamid verliuft nach dem in Fig. 6 angegebencn
Schema.

Das Massenspektrum des Silylderivats (Fig. 7) zeigt eine Fragmentierung. die
mit der erwarteten Struktur eines Tris-(trimethyvlisilvl)-theanins in Einklang ist. Der

1004 273
73
80
183
[SleE 59
75 I
40 4
156
204 128 17 184
257 .
ud L | T " ; L 390

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

mie

Fig. 7. Massenspektrum von Tris-(trimethyIsilyD-theanin.

Molekiilionpeak M* entspricht dem zu erwartenden Molekulargewicht. Eine voll-
standige Silylierung von t-Theanin zum Tetra-(trimethylsilvl)-Derivat war nicht zu
erwarten. da Bergstrém er a/.'" bel der Untersuchung von ¢-Aminosiuren gezeigt ha-
ben. dass lediglich Glvein ein «-N-Bis-(Trimethylsilvl)-Derivat lefert.

Wir beschrinken uns auf die Diskussion der wichtigsten Fragmente und Zer-
fallsvorgiinge. die fir die angegebene Struktur besonders charakteristisch sind. Der
Molekiilpeak bei #17¢ 390 bkesitzt eine recht geringe Intensitit. Trimethylisilyvlverbin-
dungen netgen hiufig zu starker Fragmentierung und lietern deshalb oft Spekiren, die
Moickiilionsignale mit fiusserst geringen Intensitiiten aufweisen'”-1%. Das Molekiilion
m'e 350 besitzt ein zur Carbonylfunktion j-stiindiges C-H-Atom und geht durch
McLaiterty-Umlagerung in das Bruchstiick smje 159 Gber (Fig. 8). Der Verlust einer
Methylgruppe fiihrt im oberen Massenbereich zu cinem Peak bet nife¢ 375. Ob dabei
cine bevorzugte Abspaltung aus emner bestimmten Silvlgruppe auftritt, geht aus den
vorliegenden Daten nicht hervor. Aus m/e 375 entsieht durch Wasserstoffumlagerung
und Abspaltung von (CH;).Si == TOH der Peak bei m/e 75. Eine weitere Hauptab-
baureaktion aus dem Molekiilion fithrt unter Abspaltung des Radikals COOSi{{CH;);
zu dem lon bei mie 273. das in dem Spektrum des silylierten Theanins den Basispeak
bildet. Eine weitere Alternative fiir den Basispeak ist durch die Reaktionstolge nije
390 —- mife 301 —- mje 273 gegeben. bei der die Abgabe von -OSi(CH;); und die nach-
folgende Eliminierung von CO ebenfulls zur Massenzahl mje 273 fiihren kann. Die
Abspaltung der Carbotnmethylsiloxygruppe COOSi(CHj;); 1st typisch fir silylierte
Aminosiuren® und bei der Fragmentierung der Trimethylsilylverbindungen von «-
Ketosiuren ebenfalls bekannt'®. Die Abspaltung von (CH;),-Si == CH, aus mfe 273
unter Bildung von nife 201 ist von etwas untergeordneter Bedeutung. withrend die
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Fig. 8. Fragmentierungsschema von silvliertem Theanin.

Eliminierung von Trimethylsilylithylamin zu dem Spaltprodukt nife 156 fithrt. das
immerhin eine Intensitiit von ca. 28% errcicht.

Ein weiterer wichtiger Abbauprozess beginnt mit einer Silylgruppenumlagerung.
bei der die N-Trimethylsilvlgruppe zom Carboxylsauerstofl wandert (Fig. 9). Ursache
diirtte die bisher in der Massenspekirometrie der sauerstofThaltigen Trimethylsilviver-
bindungen beobachtete hohe Affinitit des Siliciums zu Sauerstoft sein. Nach einer
~ Wasserstoffumlagerung resultiert das lon /e 183 durch Eliminierung von Trimethyl-

silanol. Das durch Trimethylisilylwanderung entstandene lon nrfe 273 fragmentiert
weiter unter Bildung des lons mje 184, das unter Abspaltung von (CH;).-S1 = CH.,
in das Bruchstiick m/e 112 iibergeht. Neben der Masse #rfe 112 wird im Spekirum des
silylierten Theanins auch das um eine Masseneinheit leichtere fon m/fe 11 gefunden.
Es kommt in Analogie zu dem lon mje 112 cbenfalls durch Eliminierung von
{CH;),-Si = CH, zustande.

Das Pentamethyldisiloxoniumion aife 147 (CH;);Si-70 == Si(CH;), war be-
reits im Untergrund mit geringer Intensitiit vorhanden und kann durch spezifische
Desorption verstiirkt auftreten. Derartig unerwiinschte memory-Etiekte sind bei Tri-

- methyvlsilvl-Experimenten wohlbekannt. Im Spektrum von Trimethylsilvltheanin ist
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Fig. 9. Fragmentierungsschema von silyvliertem Theanin.

¢s aber wahrscheinlich. dass das lon ni/e 375 zu mije 147 fragmentiert. Eine Analogie
ist von Bergstrom er al.** bei der Fragmentierung von Bis- und Tris-(trimethylsilyvl)-

glycin beschrieben.

Der massenspektrometrische Zerfall von y-N-Athvlglutamin und Trimethyl-
silyltheanin wird durch die Fragmentierung von ;-N-Mecthylglutamin und der ent-
sprechenden Silylverbindung in schéner Weise bestiitigt. Die Fragmentierungen der
N-Mecthyl- und N-Athyl-Derivate laufen véllig analog.

TABELLE 111

MASSENSPEKTROMETRISCHE DATEN UND INTENSITATEN DER UNTERSUCHTEN

VERBINDUNGEN
Verbindung

-~-N-Athvlglutamin
s~N-Methylglutamin

TMS-N-Athylglutamin

TMS-N-Methyvlglutamin

Duaten

miie (rel. Int) 175 (2.1) 156 (4.5) 129 (62.6) 128 (20.¢ ) 112 (6.7) 111 (26.3)
101 (10.4) 100 (11.8) 87 (57.0) 84 (100} 72 (58.2) 56 (38.7)
98

mrie (rel. Int ) 161 (1.8) 142 (3.4) 15 (63.0) 114 (18.0) 98 (8.5) 97 (63.0)
87 (14.2) 86 (10.5) 841 (100) 73 (51.0) 58 (42.3} 56 (45.0)

mie (rel Int) 390 (1.7) 375 (5.0) 273 (100) 257 (9.3) 183 (24.7) 183 (61.0)
139 (56.5) 156 (28.6) 147 (23.0) 129 (8.2) 128 (23.4) 112 (5.3) 111 (7.5)
75 (51.0) 73 (85.0)

nrie (rel. Int.) 376 (2.6) 361 (7.2) 259 (100) 243 (7.1) 170 (23.5) 169 (50.)
156 (27.8) 147 (27.0) 145 (41.5) 115(2.5) 114 (4.2) Y8 (3.3) 97 (11.0)
75 (36.0) 73 (90.0)
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In Tabelle I sind die Intensititen der wichtigsten lonen der N-Methyl- und
N-Athyl-Verbindungen zusammengestellt.
~-Das Massenspektrum von Trimethylsilyltheanin bestiitigt das Vorliegen einer
dreifach silvlierten Theaninstruktur und ist mit dem Massenspektrum des nach
Cartwright ¢r al.? aus Tee isolierten Produkies vollig identisch.
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L-Theanin ist in Form scines Trimethylsilylderivats fir eine quantitative gas-
chromatographische Bestimmung gut geeignet. L-Theanin und silyliertes L-Theanin
sind massenspektroskopisch untersucht worden. Die Fragmentierungen sind durch
den massenspektrometrischen Zerfall des gleichzeitig untersuchten  y-N-Methyl-
glutamins und des entsprechenden Silylderivats gesichert. Die vorangehende Diskus-
sion der wichtigsten Bruchstiicke und Zerfallsvorginge zeigt. dass das Massenspektrum
des untersuchten Trimethvlsilvlderivats das Vorliegen eines Tris-(trimethylsilvl)-
theanins bestitigt.
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