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SUMMARY
Determination of taurine: influence of the coil temperature on the taurine peak purity

A method is described for the determination of taurine, as well as other supple-
mentary amino acids, using an amino acid analyzer with a coil temperature well
above 100°C. The method is reproducible and the recovery is good even though the
sample preparation is simple. As higher coil temperatures increase the yield of the
ninhydrin reaction product, temperatures above 100°C are nowadays often used.
However, this affects the taurine determination in hydrolysates as some compounds
that interfere with the taurine determination will also react with ninhydrin at temper-
atures above 100°C.

The retention behaviour of these substances is similar to that of taurine on a
cation-exchange column. The major interfering substance is levulinic acid, which is
formed during the acidic treatment of hexoses. The absorption (at 440 and 570 nm) of
the products of the reaction between the interfering substances and ninhydrin differs
from that of primary and secondary amino acids.

These interfering substances occur mainly in plants, but also (in smaller
amounts) in animal products. Therefore, the determination of taurine in hydrolysates
is not reliable if a high coil temperature is used.

EINLEITUNG

Taurin (2-Aminoethansulfonsdure) ist ein Endprodukt des Katabolismus von
Cystein!'2, Katzen sind, im Gegensatz zum Beispiel zu Ratten, nicht in der Lage,
Taurin aus Cystein aufzubauen, so dass Katzen fiir eine optimale Erndhrung auf
Taurin angewicsen sind®. Weiterhin laufen Katzen bei Taurinmangel Gefahr, zu er-
blinden oder an Herzmuskelschwiiche zu erkranken*. Deshalb kommt insbesondere
dem Taurin-Gehalt von Rohstoffen und Mischfuttern eine nicht unerhebliche Be-
deutung zukommt.

Verschiedene Methoden zur quantitativen Bestimmung des Taurins sind be-
schrieben. Praktisch ausnahmslos handelt es sich um chromatographische Methoden,
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wie z.B. die Gaschromatographie®, die Ionenaustauschchromatographie®” und die
Hochleistung-Flissigkeitschromatographie (HPLC). Bei der HPLC findet durchgén-
gig die Vorsidulenderivatisierung statt. Verwendet werden insbesondere o-Phthaldial-
dehyd (OPA)®-!? und 5-Dimethylaminonaphthalinsulfonylchlorid (Dns-CI)!3, und
die Derivate werden anschliessend an Umkehr-Phasen getrennt.

Bestimmt man die Aminosiurenzusammensetzung eines Rohstoffes bzw. die
eines Mischfutters mit Hilfe eines Aminosdurenanalysators, so lassen sich ebenfalls
Bedingungen einstellen, unter denen man Taurin quantifizieren kann. Eine Methode,
die zur quantitativen Bestimmung des Taurins breite Anwendung findet. Schwierig-
keiten, den Taurin-Gehalt von Hydrolysaten von Mischfuttern mit Aminosdurenana-
lysatoren zu bestimmen, die ein Hochtemperaturcoil besitzen, fithrten zur vorliegen-
den Arbeit. Darin wird aufgezeigt, worin diese Schwierigkeiten begriindet liegen, und
es werden Bedingungen entwickelt, die diese Unzuldnglichkeiten umgehen,

EXPERIMENTELLES

Materialien

Taurin wurde von Serva (Heidelberg, B.R.D.) und Norleucin von Fluka
(Buchs, Schweiz) bezogen. Alle weiteren Substanzen waren von Merck (Darmstadt,
B.R.D.).

Reagenzlisungen
(i) Extraktionslésung: 200 mg Norleucin werden in 1000 ml 0,1 Af Chlorwasser-
stoffsdure gelost. (ii) Elutionslosungen: wie in Tabelle T beschrieben. (iii) Ninhydrin-

TABELLE I
PUFFERZUSAMMENSETZUNGEN UND CHROMATOGRAPHISCHE BEDINGUNGEN

Puffer-Bezeichnung A B C Verdiin- Regene-
nungs~ rierungs-
puffer {sung

pH 3,54 3,86 4,31 2,20 -

Na* (M) 0,1 0,1 0,17 0,1 0,3

Natriumeitrat . 2H,0 (g) 9,8 98 9.8 9,8 -

Chlorwasserstoffsdure (37% ig) (ml) 1,0 - - - -

Citronenséure - H,O (g) 14,0 14,0 9.8 14,0 -

Borsiure (g) - 1,0 [,0 - -

Natriumchlorid (g) - - 4,3 - -

Methylenglycolmonomethylether (ml) 20,0 - - - -

Thiodiglycol (ml) - - - 20,0 -

Phenol (g) 0.1 -

Natriumhydroxid (g) - - - - 12,0

Endvolumen (mif) 1000 1000 1000 1000 [000

Pufferdurchflusszeit (min) 19 14] 16 - 7

Temperatur 43°C

Harztyp BTC 2710

Trennsiule 400 nm % 3,2 mm 1.D.
Pufferdurchfluss 0,27 ml/min
Reagenzdurchfluss 0,153 ml/min
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16sung: 20 g Ninhydrin werden in 750 ml Ethylenglycolmonomethylether und 250 ml
Natriumacetatpuffer (4 M; pH 5,51) gelost und mit 5 ml Titan(IIT)chlorid-Lésung
versetzt.

Chromatographische Bedingungen

Fir die Taurin-Analytik wurde der Aminosdurenanalysator LC5001 von Bio-
tronik (Minchen, B.R.D.) eingesetzt (variabel einstellbare Coiltemperatur). Die Ab-
sorptionen bei 440 und 570 nm wurden von einem Spectra-Physics-Integrator SP4270
aufgezeichnet und an die Labordaten-Station Labnet® zur weiteren Verarbeitung
weitergesandt.

Probenvorbereitung

Proben von etwa 4 g, genau gewogen, werden in einem 100-ml Becherglas mit
20,0 ml Extraktionslosung und 40 ml 0,1 M Chlorwasserstoffsdure versetzt und etwa
30 min bei Raumtemperatur gerithrt.

Quantitative Analyse

Zunichst wird der Responsfaktor des Taurins mit einer Eichldsung ermittelt.
Hierzu werden 5 ml einer Eichldsung in einem 100-ml Messkolben mit Verdiinnungs-
puffer pH 2,20 zur Marke aufgefillt und der pH-Wert auf 2,20 eingestellt. Anschlies-
send wird chromatographiert.

Zur Bestimmung des Taurins in der Probe werden etwa 8§ ml der Probesuspen-
sion mit 22 ml Verdimnungspuffer versetzt, der pH-Wert gegebenenfalls nachgestelit,
und man filtriert iiber cin Faltenfilter. Nach weiterer Filtration {iber ein 0,22-uym
Membranfilter wird chromatographiert. Der Gehalt an Taurin ergibt sich dann aus
dem Responsfaktor, der Einwaage der Probe und der Einwaage an internem Stan-
dard.

Isolierung der Interferenzfraktion

Eine Menge von 50 g Mais wurde 24 h in 6 M Chlorwasserstoffsiure unter
Riickfluss erhitzt. Man saugte iiber eine Glasfritte ab, verdampfte die Chlorwasser-
stoffsdure am Rotationsverdampfer und verdiinnte den Riickstand mit 100 ml 0,01 M
Chiorwasserstoffsdure. Man gab diese Losung auf einen Kationenaustauscher Lewa-
tit § 100 (Siulendimensionen 40 cm x 2 c¢m) und eluierte mit 500 ml 0,01 A Chlor-
wasserstoffsdure. Das briaunliche Eluat wurde am Rotationsverdampfer auf 100 ml
eingeengt und fiir Vergleichsversuche verwendet. Eine Aminosdurenanalyse zeigte,
dass das Fluat frei von Aminosduren war und nur den Interferenzpeak aufwies. Die
HPLC-Analyse ergab, dass das Eluat aus mindestens 50 Komponenten bestand (De-
tektionswellenlinge 210 nm). Auf eine weitere Reinigung wurde verzichtet, da das
Aminosdurenchromatogramm nur die Interferenz als ninhydrinpositive Verbindung
aufwies.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Das Chromatogramm des Maishydrolysates (Fig. 1), das mit einer Coiltempe-

ratur von 125°C aufgenommen worden ist, zeigt, dass die Absorptionen bei 440 nm
und 570 nm in Taurin-Bereich dhnlich hohe Werte aufweisen. Misst man jedoch
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Fig. 1. lonenchromatogramme eines Maishydrolysates, gemessen bei Coiltemperaturen von 100 (a) und
125°C (b); Vergleich: Taurin bei 125°C (c). Reagens: Ninhydrin; Detektionswellenlidngen, A: 570 nm, B:
440 nm. Der interne Standard Norleucin erscheint bei ca. 45 min. | = Livulinsiure. Diese Position
entspricht auch der Retentionszeit des Taurins.

reines Taurin, so ist das Verhéltnis der Absorptionshéhen etwa 1:6 (Fig. 1¢). Fig. 1b
zeigt das gleiche Maishydrolysat bei einer Coiltemperatur von 100°C.

Fig. 2 zeigt den Einfluss der Coiltemperatur auf die Absorption der Taurin-
Interferenz. Man erkennt sehr deutlich, dass insbesondere die Interferenz erheblich
sensitiver bei beiden Wellenlidngen auf die Reaktionstemperatur reagiert als z.B. das
Taurin. Das Absorptionsverhalten des Taurins ist aber charakteristisch fiir primére
Aminosduren.

Bereits Krysciak und Nitecka'* haben darauf hingewiesen, dass im Aminosiu-
renchromatogramm vor der Asparaginsdure Substanzen eluieren, die eine untypische
Farbe bei der Reaktion mit Ninhydrin ergeben. Eine Substanz, die identifiziert
wurde, ist die Lavulinsdure, die bei der sauren Behandlung von Hexosen entsteht.

Altere Modelle von Aminosdurenanalysatoren arbeiten mit einer Coiltempe-
ratur von 100°C. Da hier nie Probleme bei der Bestimmung des Taurins aufgetaucht
waren, wurde der Einfluss der Coiltemperatur auf das Absorptionsverhalten der Tau-
rin-Interferenz untersucht.

Lavulinsdure eluiert unter den oben angegebenen Chromatographiebedingun-
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Fig. 2. Abhiingigkeit der Absorption bei 440 und 570 nm von der Coiltemperatur fiir Taurin, Livulinsiure
und Taurin-Interferenz. 1 = Taurin (440 nm); 2 = Taurin (570 nm); 3 = Taurin-Interferenz (440 nm); 4 =
Taurin-Interferenz (570 nm); 5 = Livulinsdure (440 nm); 6 = Livulinsiure (570 nm). Reagens: Nin-
hydrin. Nur das relative Absorptionsverhalten ist dargestellt.

gen zur gleichen Zeit wie die Interferenz. Der Fig, 2 kann man entnehmen, dass auch
die Kinetik der Anfirbung dhnlich ist. Besonders auffallend ist, dass die Reaktion so
schr stark abhingig ist von der Temperatur des Coils. Dass sich die Interferenz be-
sonders bei pflanzlichen Produkten bemerkbar macht, liegt daran, dass diese bekann-
termassen auch iiber den hdchsten Anteil an Hexosen verfiigen. Im HPLC lisst sich
zeigen, dass die Interferenz auch unter verschiedenen Bedingungen ein identisches
Elutionsverhalten aufweist wié¢ Lavulinsdure. Somit ist sicher, dass es die aus Hexosen
gebildete Lavulinsdure ist, die die Taurinbestimmung stort.

Fig. 3 zeigt das Absorptions- und Chromatographieverhalten der Taurin-In-
terferenz und Lavulinsdure in Abhidngigkeit von der Coiltemperatur.

Auch Erbersdobler ef al.” haben darauf hingewiesen, dass bei Arbeiten mit
Hochtemperaturcoils Schwierigkeiten auftreten. Geht es bei ihnen jedoch insbeson-
dere um Probleme der Abtrennung von Harnstoff und Phosphoethanolamin, so sind
die Probleme bei Hydrolysaten génzlich anders gelagert.

Phosphoethanolamin und Harnstoff verhalten sich bei der Reaktion mit Nin-
hydrin wie Aminosduren. Die Interferenz jedoch zeigt das Anfirbeverhalten, wie es in
Fig. 2 dargestellt ist. Dies bedeutet, dass man Taurin mit den gingigen Pufferpro-
grammen nicht aus den Hydrolysaten bestimmen darf, wenn man Aminosiurenanaly-
satoren verwendet, deren Coiltemperatur tiber 100°C betrigt. Unter diesen Beding-
ungen sttt die bei der Hydrolyse entstehende Livulinsiure so stark, dass keine
exakten Taurin-Werte mehr ermittelt werden kénnen.

Um jedoch weiterhin Taurin mit dem Aminosidurenanalysator quantifizieren zu
konnen, wurde die Probenvorbereitung modifiziert. Diese unterscheidet sich nur un-
wesentlich von der frither” beschriebenen Probenvorbereitung. Grundlage der Ande-
rung ist die Tatsache, dass Taurin als Stoffwechselprodukt nicht gebunden in der
Matrix vorliegt, wie dies z.B. auch fiir supplementierte Aminosduren gilt. Dies gilt
jedoch nicht fiir Taurin in Darminhalten. Hier kann das Taurin so stark gebunden
sein, dass sich diese Verbindungen nicht mit 0,1 M Chlorwasserstoffsdure spalten
lassen. Demzufolge ist es logisch, die Probenvorbereitung fiir die Taurin-Bestimmung
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Fig. 3. lonenchromatogramme des Absorptions- und Chromatographie-Verhaltens der Taurin-Interferenz
und Léivulinsdure in Abhéngigkeit von der Coiltemperatur. 1 = 100°C; 2 = 110°C; 3 = 120°C; 4 = 125°C.
Reagens: Ninhydrin; Detektionswellenldngen, A: 570 nm, B: 440 nm.

dervonsupplementierten Aminosdurenanzugleichen. Willmanjedoch gebundenes Tau-

rin quantifizieren, so muss man drastisch hydrolysieren (6 M Chlorwasserstoffsidure,

24 h am Riickfluss). Die Coiltemperatur darf dann aber 100°C nicht iiberschreiten.
Fiir die Quantifizierung freien Taurins wird die feingemahlene Probe (0,25 mm)

TABELLE II

VERGLEICH DER TAURIN-WERTE ERMITTELT AUS DER OXIDATION BZW. DER EX-
TRAKTION AM BEISPIEL VON FISCHMEHL

Probe-Nr. Gehalt aus Oxidation Gehalt aus Extraktion Differenz
(%) mit 0,1 M Oxidation{ Extraktion
Chlorwasserstoffsdure (%}
(%)
| 0,721 0,632 +14,3
2 0,689 0,565 +22,0
3 0,266 0,250 + 6,4
4 0,700 0,633 + 10,6
5 0,167 0,159 +5,0
6 0,318 0,254 +2572
7 0.886 0,738 +20,1
8 0916 0,789 +16,1
9 0,591 0,474 +24,7
10 0,411 0,323 +27,2
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TABELLE HI
WIEDERFINDUNG AN SUPPLEMENTIERTEM TAURIN IM MISCHFUTTER

Supplementierungsrate Gehalt aus Extraktion mit Wiederfindung
(%) 0.1 M Chlorwasserstoffsiure (%)
(%)

0,005 0,0044 88

0,01 0,009 90

0,02 0,019 95

0,05 0,049 98

0,1 0,099 99

0,2 0,201 100,5

mit 0,1 M Chlorwasserstoffsiure 30 Minuten bei Raumtemperatur geriithrt und nach
Filtration analysiert (Extraktion). Als interner Standard wird Norleucin (bereits in
der Chlorwasserstoffsdure gelost) verwendet. Versuche, Cysteinsdure als internen
Standard zu verwenden, um die Analysenzeit drastisch zu senken, scheiterten daran,
dass die Region der Cysteinsdure im Chromatogramm nicht interferenzfrei ist.

Der Erfahrung nach sind die grossten Interferenzen bei pflanzlichen Rohstof-
fen zu erwarten (siehe auch Fig. 1a). Aber auch tierische Produkte sind nicht in-
terferenzfrei, wie Tabelle 11 zeigt.

Bei der Oxidation wird die zu untersuchende Probe zunéichst mit Perameisen-
sdure oxidiert und nach Zersetzung der iiberschiissigen Perameisensdure mit Brom-
wasserstoffsdure 24 h in 6 M Chlorwasserstoffsdure unter Riickfluss erhitzt. Die
Oxidation dient dazu, die hydrolyselabilen Aminosauren Methionin und Cystin in die
stabilen Derivate Methioninsulfon und Cysteinsdure zu iiberfiihren.

Wie man jedoch unschwer der Spalte Differenz in Tabelle IT entnehmen kann,
muss man unter den gewihlten Pufferbedingungen auch auf den Taurin-Wert aus den
Hydrolysaten tierischer Produkte verzichten. Fischmehl wurde hier als Reprisentant

TABELLE IV
TAURINGEHALTE VERSCHIEDENER ROHSTOFFE

Probe Gehalt [ %) an Taurin aus Extraktion
mit 0,1 M Chlorwasserstoffsiure

Weizen nn*
Mais n.n.
Gerste n.n.
Sojaextraktionsschrot n.n.
Seidenraupen n.n.
Blutmehl n.n.
Fleischknochenmehl 0,061
Federmehl 0,048
Fischmehl 0,555
Gefliigelabfallmehl 0,154
Lachsfutter 0,121

* n.n., < 0.001.
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Fig. 4. lonenchromatogramme der Extraktionen von Rohstoffen: Mais (3,8 g), Blutmehl (3,5 g), Fischmehl
(1,56 g), Gefliigelabfallmehl (1,86 g) (Einwaage an Rohstoff). 1 = Norleucin; 2 = Taurin. Reagens:
Ninhydrin; Detektionswellenldngen, A: 570 nm, B: 440 nm.

tierischer Produkte gewihlt, da dieses iiber recht hohe Gehalte an Taurin verfiigt. Die
Konsequenz kann an sich nur lauten: Auch tierische Produkte sind bei der Taurin-
Bestimmung der Extraktion zu unterwerfen. Die Reproduzierbarkeit der Taurin-Be-
stimmung nach der Extraktionsmethode wurde an Sojaextraktionsschrot ermittelt,
der mit 0,05% Taurin supplementiert war. Die relative Standardabweichung betrug
+ [~1,65% bei einer Wiederfindung von 98-100% Taurin.
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Die nach der vorliegenden Methode ermittelten Wiederfindungsraten verschie-
dener Supplementierungen sind in Tabelle III zusammengefasst. Weiterhin wurden
nach dieser Methode verschiedene Rohstoffe auf ihren Tauringehalt untersucht. Die
Ergebnisse sind der Tabelle IV zu entnehmen, und die Chromatogramme sind in Fig.
4 dargestellt.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine Methode beschrieben, die es erlaubt, Taurin neben anderen supple-
mentierten Aminosduren auf einem Aminosidurenanalysator zu analysieren, dessen
Coiltemperatur wesentlich iiber 100°C betrigt. Die Methode zeichnet sich durch eine
einfache Probenvorbereitung, sehr gute Reproduzierbarkeit und sehr gute Wiederfin-
dungsraten aus. Die Methode ist insbesondere geeignet fiir Laboratorien, die die
Aminosdurenanalytik mit Aminosidurenanalysatoren betreiben, deren Coiltempera-
tur Giber 100°C betrigt. Hohere Coiltemperaturen erhohen die Farbausbeute, so dass
sich dieses Prinzip immer mehr durchsetzt. Die Taurin-Bestimmung aus Hydrolysa-
ten wird jedoch damit fragwiirdig.

Es wird weiterhin gezeigt, dass es sich bei den die Taurin-Bestimmung stéren-
den Substanzen um Stoffe handelt, die erst bei Temperaturen ab 100°C mit Ninhydrin
reagieren und ein dhnliches Retentionsverhalten am Kationenaustauscher aufweisen
wie Taurin. Hauptstrsubstanz ist die Livulinsdure, die bei der sauren Behandlung
von Hexosen entsteht. Das Absorptionsverhalten der Reaktionsprodukte der Stor-
substanzen mit Ninhydrin bei 440 und 570 nm ist jedoch génzlich verschieden von
dem Verhalten, wie man es von priméren und sekunddren Aminoséuren her kennt.
Diese Stérsubstanzen treten insbesondere bei pflanzlichen, in untergeordnetem Mass
jedoch auch bei tierischen Produkten auf, weshalb generell die Taurin-Bestimmung
nicht aus den Hydrolysaten erfolgen sollte, wenn mit einem Hochtemperaturcoil
gearbeitet wird.
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