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Kaiser et aZ.l sowie andere Arbeitskreise*” haben in den vergangenen Jahren 
eingehende Untersuchungen tiber M6glichkeiten zur gaschromatographischen (CC) 
Analyse von Aminos%rren veriiffentlicht. Da Amiuos%nen nicht unzersetzt fliichtig 
sind, ist eine Derivatisierung notwendig. Als besonders gee&et erwiesen sich die 
N-Trifluoracetylaminos&.rrebutylesterl; aber such andere Acylgruppen und Ester- 
komponenten wurden herangezogen 2-g. Ubertrggt man das Verfahren auf Peptide, 
so gelangt man rasch in einen Bereich, wo die Fliichtigkeit derartig derivatisierter 
Verbiidungen Wr eine GC-Eestimmung nicht mehr ansreicht. Zur Trennung von 
Peptiden hat man daher verestert, mit Trifluoroacetanhydrid umgesetzt und dann alle 
S2ureamidgruppen mit Natriumhydrid und Methyljodid methyliert’O. 

Bei unseren Untersuchungen fiber Umsetzungen in erhitzten Lebensmitteln 
suchten wir ein einfaches Verfahren zur Umwandhmg von Aminos%rren bzw. ihrer 
Reaktionsprodukte mit Zuckern in Ieicht fI uchtige Derivate. Bei Verbindungen unbe- 
kannter Struktur sollte die Derivatisierung eine Interpretation der verschiedenen 
Spektren (MS, JR, NMR) miiglichst erleichtem. So ergab sich u-a. das Problem, 
Reaktionsprodukte reduzierender Zucker mit peptidgebundenem Lysin zu analy- 
sieren. 

Aus der praparativen organischen Chemie ist bekannt, dass Amine mit 
Formaldehyd und Natriumcyanoborhydrid methylierbar sind’l. Wir haben auf diese 
Weise Aminosturebutylester (und -methylester) zu N,N-Dimethylderivaten umgesetzt 
und die so erhaltenen Verbindungen gaschromatographisch getrennt. 

Schon fri&er behandelte Bowma@ Aminos&ren mit Formaldehyd in 
Wasserstoffatmosph%re und stellte so N,N-Dimethylaminos2uren her_ 

EXPERIMENTELLES 

Derivatbildung 
Etwa 1 g eines Aminos5uregemisches wird mit 100 ml 3 N HCl in n-Butanol 

30 min auf LOO” erhitzt. Man dampft anschliessend im Vakuum zur Trockne ein, 
njmmt den Rtikstand mit 10 ml Wasser. auf und verse&t mit 9 ql Formaldehyd 
(40 % in Wasser). Diese Lijsung wird langsam zu 1.1 g Natriumcyanoborhydrid ge- 
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geben (nicht umgekehrt!)* und der pH-Wert des Reaktionsgemisches tit 3 N §a&- 
&ure auf 7-g eingestellt. Man Hsst 30 min stehen, stell& wenn n6tig den pH-Wert 
emeut auf 7-g ein und extrahiert dann die Lijsung dreimal mit je 20 ml Methylen- 
chlorid. Die vereinigten Methylenchloridextrakte werden fiber Natriumsulfat ge- 
trocknet und anschliessend im Vakuum auf 2-3 ml eingeengt. Dieser Rtic_kstand 
wird mit 3 ml eines Gemisches aus Pyridin nnd Acetanhydrid (4:l) verse&t. Man 
schiittelt kr%tig, hi& 5 min stehen und gaschromatographiert. Diese Methode eignet 
sich such zur Derivatisierung von kleineren Substanzmengen. 

Gaschromato,oraphie 
Die GC-Bedingungen waren: Varian Aerograph Series 2800, Flammenioni- 

sations-detektor; Injektor-Temperatur, 220”; Detektor-Tempcratur, 220”; Trggcr- 
gas (Stick&off), 25 ml/nun; Luft, 300 ml/mm; Wassers toff, 30 ml/min. 

Die folgende Siiulen wurden verwendet: 5% SE-30 auf Chromosorb W AW 
DMCS (60-80 mesh), 4 m x l/8 Zoll; 2.5 % S&l000 auf Chromosorb G AW DMCS 
(SO-100 mesh), 1.8 m x l/8 Zoll; 5% Apiezon M auf Chromosorb W AW (SO-100 
mesh), (2 m x l/8 Zoll; 5 % OV-17 auf Chromosorb W AW DMCS (SO-100 mesh), 
2 m X i/S Zoll. . 
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Fig. 1. GC-Trenmmg van N,N-DimethykminosSurebutykstern. SZule, 5% SE-30 auf Cbromosorb 
W AW DMCS (60-80 mesh), 4m x *ia Zdl. Anfangstemperatur, 60°; Temperat-te, 4O/min; 
nach 25 rnin Temperaturrate, @/min. 

Fig. 2. GC Tremung von N,N-Dimethylaminoskrebutykstem. SSule, 2.5 % SP-loo0 auf Chromo- 
sorb G AW DMCS (80400 mesh) 1.8 m x I/* Zdl. Anfangstemperat~x, 60”; Temperaturrate, 
4”/min. 

l Gibt man Natriumcyanoborhydrid zu dem Reaktionsgemisch, so k%men in st5rkercm Umfang 
Nebenprodukte entstehen. 
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Amiuosaurebutylester uud -methylester sind mit Formaldehyd und Natrium- 
cyanoborhydrid unter den von uns angewandten Bedingungen quantitativ methylier- 
bar. Eine priifung am Beispiel des Alanins und Phenylalanins ergab, dass die Aus- 
beuten einschliesslich Veresterung iiber 95% liegen. Im Histidin wird der hetero- 
Gclische Ring nicht angegriffen,. Tryptophan blieb unberiicksichtigt, da sich diese 
AminosZure bei saurer Hydrolyse von Proteinen zersetzt. Unbeeedigende Ergebnisse 
wurden mit Arginin erhalten; d-h. hier blieb die N-Methylierung unvolistindig. Viele 
der natiirlich vorkommenden AminosZuren lassen sich nach Veresterung und N- 
Methylierung gaschromatographisch auftrennen. Dabei treten jedoch bei Verwendung 
einfacher S%len van 2 m Lgnge einige ‘Uberlagerungen auf_ Auf OV-17 z-B_ werden 
Leucin und Isoleucin, Glutamins%xe und Methionin sowie Lysin und Phenylalanin 
nicht getrennt. Auf SP-1000 erscheinen Glycin und Alanin als ein Peak (Lysin und 
Methionin werden dagegen getrennt). 

Einige Aminosluren mit weiteren ftiionellen Gruppen im Molekiil, insbe- 
sondere Cystein, Serin, Threonin und Tyrosin konnten auf diese Weise nicht befrie- 
digend erfasst werden. Daher haben wir zus%zlich mit Essigsgureanhydrid acety- 
liert13. Die Abbildungen zeigen Gaschromatogramme von Aminosluregemischen, die 
zunHchst verestert, dann N-methyliert und acetyliert wurden. 

Auf einer 5 % SE-30-S%ule von 4 m L&nge werden die AminosZuren Phe und 
Asp sowie Leu, IIe und HO-Pro nicht getrennt. Auf einer 2.5 % SP LOO&SBuIe (1.8 m) 
lassen sich Phe und Asp trennen. Dagegen erscheinen Met und Cys, Thr und HO-Pro 
sowie Gly, Ala und Ser jeweils als ein Peak. Auf einer 5 o? Apiezon M-S&de (2 m) 
iiberlagern sich die Paare Glu und Lys, Val und Pro, _4la und Set sowie Leu, Ile und 
HO-Pro. 

Aus der Gruppe der Peptide -haben wir Alanylphenylalanin als Methylester 
mit Formaldehyd und Natriumcyanoborhydrid umgesetzt. Dabei wird nur die end- 
stindige Aminogruppe mgegrifEen; die SWremidgmppe bleibt unvergndert. Das auf 
diese Weise erhaltene Reaktionsprodukt ist gaschromatographisch ieicht erfassbar. 

&%er die Anwendung dieses Verfahrens zur Untersuchung von Lebensmitteln 
werden wir gesondert berichten. 
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