
Trennung und Bestimmung von AmadorilVerbindungen 
mittels HPLC und Nachs iulenreaktion 
Matthias Reutter* und Karl Eichner 
Institut fiir Lebensmittelchemie der Universit/it Miinster, Piusallee 7, D-4400 Mfinster, Bundesrepublik Deutschland 

Separation and determination of Amadori compounds 
by high pressure liquid chromatography 
and post-column reaction 

Summary. An HPLC method is described for the 
separation and determination of 16 Amadori com- 
pounds in dried vegetables and other vegetable pro- 
ducts. Fructose, glucose and fructose-pyrrolidonic 
acid, the cyclization product of fructoseglutamic acid 
and fructoseglutamin, can also be detected by this 
method. After extraction of the samples with water, 
separation is performed by isocratic HPLC on DEAE 
silica gel using an acetonitrile phosphate buffer mobile 
phase. A post-column reaction with an alkaline solu- 
tion of triphenyltetrazoliumchloride at 85 °C allows 
a very selective and sensitive photometric determi- 
nation at 480 nm. Detection as low as 10-50 ng for the 
various Amadori compounds can be achieved. The 
analysis of a number of industrially dried vegetables 
led to concentrations of 0.01%-3.8 % (in dried matter) 
for the individual compounds. The highest amounts of 
Amadori compounds were found in dried tomatoes, 
dried paprika and dried asparagus since the raw prod- 
ucts contain high amounts of glucose and free amino 
acids, which are the precursors of the Amadori com- 
pounds. 

Zusammenfassung. Es wird eine Methode beschrieben, 
mit der gleichzeitig 16 Amadori-Verbindungen in 
Trockengemfise und Gemiiseprodukten bestimmt 
werden k6nnen. Zus/itzlich werden Fructose, Glucose 
und Fructosepyrrolidoncarbons/iure, ein Cyclisie- 
rungsprodukt yon Fructoseglutamin und Fructose- 
glutamins/iure, erfal3t. Nach Extraktion mit Wasser 
aus dem Untersuchungsmaterial erfolgt die isokrati- 
sche HPLC-Trennung der Amadori-Verbindungen 
mittels Acetonitril/Phosphatpuffer an einer DEAE- 
Kieselgelsiule. Der empfindliche und spezifische 
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Nachweis der getrennten Verbindungen erfolgt durch 
post-column Umsetzung mit alkalischer Triphenylte- 
trazoliumchloridl6sung bei 85 °C und anschliegender 
Detektion des gebildeten Triphenylformazans bei 
480 nm. Die Nachweisgrenzen liegen bei 10 ng bis 
50 ng ffir die verschiedenen Verbindungen. Mit dieser 
Methode wurden zahlreiche industriell hergestellte 
Trockengemiise untersucht und fiir die einzelnen 
Amadori-Verbindungen Gehalte zwischen 0,01% und 
3,8% i.T. ermittelt. Besonders hohe Gehalte fanden 
sich bei Tomaten-, Gemfisepaprika- und Spargeltrok- 
kenprodukten, da hier in den Ausgangsprodukten re- 
lativ hohe Gehalte an Glucose und freien Aminosiu- 
ten als Vorstufen der Amadori-Verbindungen vorhan- 
den sind. 

Einleitung 

Amadori-Verbindungen (1-Amino-l-desoxy-2-keto- 
sen, Ketoseaminosiuren) entstehen im Friihstadium 
der Maillard-Reaktion durch Reaktion von Aldosen 
mit den Aminogruppen von Aminosiuren und Ama- 
dori-Umlagerung der hierbei gebildeten Aldosyl-ami- 
nos/iuren. Sic stellen die ersten einigermal3en stabilen 
und analytisch faBbaren Produkte der Maillard-Reak- 
tion dar; im weiteren Reaktionsverlauf werden sic zu 
einer Vielzahl yon teilweise sensorisch sehr aktiven 
Folgeprodukten und schlieBlich zu Br/iunungspro- 
dukten (Melanoidine) abgebaut. Zusammenfassend 
wurde die Maillard-Reaktion u. a. von Hodge [1] und 
Baltes [2] behandelt. Ihr,Verlaufist in Abb. 1 stark ver- 
einfacht dargestellt. Die Maillard-Reaktion spielt be- 
sonders bei der Trocknung von Gemfise und Obst so- 
wie bei der Herstellung von Gemiise- und Obstkon- 
zentraten und deren Lagerung eine erhebliche Role;  
bei der ProzeB- und Qualit/itskontrolle der Lebensmit- 
telindustrie mug daher auf diese Reaktion besonders 
geachtet werden. Zu drastische Trocknungsbedingun- 
gen und zu lange Lagerung fiihren zu gebrfiunten und 
sensorisch minderwertigen Produkten. Amadori-Ver- 
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Abb. 1. Reaktionsverlauf der Maillard-Reaktion 
(nach [1, 2], stark vereinfacht) 

bindungen k6nnen dabei zur Frfiherkennung derarti- 
ger, durch MaiUard-Reaktion hervorgerufener Quali- 
tfitsverfinderungen herangezogen werden, da sie im 
Gegensatz zur Br/iunung ohne Induktionsperiode und 
vor dem Auftreten sensorischer Ver/inderungen gebil- 
det werden [3]. Die Analyse der Amadori-Verbindun- 
gen erfolgte bisher fast ausschliel31ich mittels Amino- 
s/iureanalyse [3, 4], deren Aussagekraft aber unter der 
fiir Amadori-Verbindungen sehr schlechten Trennlei- 
stung sowie an der teilweise auftretenden l~lberlage- 
rung mit Aminos/iuren leidet, so dal3 nur Summen- 
peaks mehrerer iiberlagerter Verbindungen ausgewer- 
tet werden k6nnen. Mit guten Ergebnissen, auch fiir 
die Untersuchung von biologischen Proben, wurde 
vor kurzem der Einsatz der Capillar-GC der trime- 
thylsilylierten Derivate von Amadori-Verbindungen 
vorgeschlagen [5]. Dieses Verfahren besitzt eine hohe 
Trennleistung und eine hohe Empfindlichkeit, erfal3t 
aber die Amadori-Verbindungen der basischen Ami- 
nosfiuren nicht. 

Aufgrund der polaren Struktur und der relativ 
grogen Stabilit/it der Amadori-Verbindungen sollte 
die HPLC eine aussichtsreiche Alternative zur Amino- 
s/iureanalyse und zur GC sein. Bisher wurden jedoch 
nur wenige HPLC-Verfahren fiir die Trennung von 
Amadori-Verbindungen beschrieben [6-8]; diese be- 
fassen sich aber lediglich mit der Analyse yon Rein- 
substanzen und Einzelkomponenten. Hauptgrund 
hierffir ist, dab bisher noch kein empfindliches und 
spezifisches HPLC-Detektionssystem ffir Amadori- 
Verbindungen existierte. Ftir einen spezifischen Nach- 
weis von Amadori-Verbindungen soll in dieser Arbeit 
ihre Reduktionskraft in einer Nachs/iulenreaktion mit 
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), wobei dieses re- 
duktiv zum rot gef/irbten Triphenylformazan aufge- 
spalten wird (s. Abb. 2), genutzt werden. Tetrazolium- 
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Abb. 2. Reduktionsindikator Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 

salze wurden schon frfih als DC-Sprtihreagentien ffir 
Amadori-Verbindungen eingesetzt [9]. Auch die Ver- 
wendung als Nachsfiulen-Reagens bei der HPLC re- 
duzierender Zucker wurde beschrieben [10, 11]. 

Material und Methoden 

Alle verwendeten Chemikalien, Reagentien und L6sungsmittel, so- 
weir nicht anders erw/thnt, pro anal.-Qualit/it (Merck, Fluka). 

L6sungsmittel/ Chemikalien 

Methanol fiber Iod und Magnesium destilliert, Acetonitril (zur Syn- 
these) fiber P205 destilliert, Wasser fiber KMnO4 destilliert, Pyridin 
fiber Ninhydrin destilliert, Diethylether, 2,3,5-Triphenyltetrazolium- 
chlorid (TTC), Ninhydrin, Trichloressigsfiure, E ssigsfiure 100%, Ka- 
liumdihydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat, 
Cellulose mikrokristallin (Serva), Ammoniak 2 moll1. 

Vergleichssubstanzen. Fructose, Glucose; Aminos/iuren: 7-Abu (7- 
Aminobutters/iure), Ala, Asp, AsN, Arg, Glu, G1N, Hyp, Ile, Leu, 
Lys, Phe, Pro, Ser, Thr, Val. 

Chromatographiesdulen ffir prfiparative und analytische Ionenaus- 
tauschchromatographie. I: Chromatographies/iule 4 cm i.D., 50 cm 
lang, mit Amberlite IR 120 H +, 20-50mesh (Serva); Ffillh6he 
25 cm. - II: Mitteldruckchromatographiesfiule 2 cm i. D., 60 cm lang 
mit Verteilerstempel, geffillt mit Aminex Q-150S, 7 txm, Pyridinium- 
form (Bio-Rad). - I I I :  Chromatographies/iule 2 cm i. D., 50 cm lang, 
mit Lewatit MP 5080, 60-150 mesh, OH- (Merck); Ffillh6he 25 cm. 
- IV: HPLC-Sfiule mit Vors/iule (250 + 40) x 4,6 mm (Knauer), selbst 
beffillt mit DEAE-Si 100, 3 g (Serva) in Slurry-Technik mit Isopro- 
panoi als Druckmittel, Ffilldruck 450 bar. 

Reagentien und Eluierl6sungen. 

Sprfihreagens I: 0,5 g TTC in 100 ml Natronlauge (0,5 moll1). - 
Spriihreagens II: 0,2 g Ninhydrin + 5 ml Essigs~iure (10%) + 95 ml 
n-Butanol. - L6sungen von Trichloressigs/iure in Wasser 0, i -  
1,5 moll1; wfiBrige Pyridin-Acetat-Puffer: Pyridin 0,3 moll1, mit Es- 
sigs/iure auf pH 3,6-5,2 einstellen; FlieBmittel fiir die HPLC: Aceto- 
nitril/Phosphatpuffer 0,05 mol/l pH 5,8 (70 + 30/v + v); Reagens zur 
Nachs/iulenreaktion: 3,5 g TTC/I Natronlauge (0,05 moll1), unter 
Lichtausschlug membranfiltriert (0,45 gin) und in Braunglasfla- 
schen aufbewahrt - bei Raumtemperatur einige Tage stabil. 

Gerdte 

Trockenschrank; Gefriertrockner (z. B. GT 2, Leybold-Heraeus); 
Fraktionssammler; Vakuumrotationsverdampfer; Vakuumfiltrati- 
onsgerfit mit Membranfiltern 0,2 gm Celluloseacetat Typ OE 66 
(Sehleicher & SchfiI1); pH-Einstabelektrode; Rotationsperforator 
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nach Ludwig Typ N 2070 Normag (O. Fritz GmbH, Hofheim/Tau- 
nus); Magnetrfihrer, Laborzentrifuge (z. B. Hereaeus-Christ); Filter- 
spritze mit Swinny Filterhalter und Membranfilter 0,45 lain Typ 
HVLP 013 (Millipore); Schlagkreuzkaffeemtihle.- Taumelkolben- 
pumpe (100 ml/h) mit Pulsd/impfer (RCT-FMI, Reichelt) zur Mittel- 
druckchromatographie; Probenaufgabeventil mit 5 ml Schleife (La- 
tek). - HPLC-Doppelkolbenpumpe Typ 750/04 (Knauer) mit TM- 
Pulsdfimpfer (Biotronik); Schleifeninjektor 7125, 20 gl (Rheodyne); 
Nachs/iulenderivatisierungseinheit URS 051 (Kratos); Reaktions- 
coils verschiedener Innenvolumina aus Tefloncapillare 0,3 mmi.  D., 
1,6ram fiuBerer Durchmesser (Macherey/Nagel), nach dem Ver- 
fahren yon Neue [•2] selbst angefertigt und mit DurchfluBmessun- 
gen geeicht; Wasserbadthermostat (z. B. N3, Haake); UV-VIS Spek- 
tralphotometer Typ 87.00 mit variabler Wellenlfinge (Knauer); 
Schreiber mit Spiegeleinrichtung TY-2 (Knauer); Rechner-Integra- 
tor (z.B. CI-10, Milton Roy); Aminos~iureanalysator LC 5001, 
Trenns/iule BTC 27•0 (Biotronik) mit Lithiumcitrat-Standardtrenn- 
programm fiir physiologische Flfissigkeiten [13]. 

Pr@arative Darstellung yon Amadori- Verbindungen 

Bei den hier dargestellten Amadori-Verbindungen handelt es sich 
ausschlieBlich um Fructoseaminos/iuren (ira folgenden als Fru-As 
abgekiirzt) (Abb. 1). 

a: Fru-Ala, Fru-Asp, Fru-AsN, Fru-Hyp, Fru-Ile, Fru-Leu, 
Fru-Phe, Fru-Pro, Fru-Ser, Fru-Thr, Fru-Val 
60 mmol Glucose und 10 mmol der betreffenden Aminos/iure in 
600 ml wasserfreiem Methanol unter RiickfluB erhitzen, bis der Re- 
aktionsansatz braun gef/irbt ist (Reaktionszeiten Tabelle 1). Nach 
dem Abdestillieren des Methanols den Rfickstand in Essigs/iure 
(20%) 16sen und die L6sung auf die mit Kationenaustauscher gefiill- 
te Chromatographies/iule I aufgeben. Mit 2 1 Wasser zuckerfrei wa- 
schen und die Eluate verwerfen. AnschlieBend die betreffende Ama- 
dori-Verbindung durch Elution mit Trichloressigs/iure geeigneter 
Konzentration (Tabelle 1) vonder  Aminos/ittre ~rennen (FluBrate: 
250 ml/h) land das Eluat mittels eines Fraktionssammlers auffangen 
(Volumen der Einzelfraktionen: 20 ml). Die erhaltenen Fraktionen 
jeweils parallel durch Tfipfeltests auf Chromatographiepapier mit 
Sprfihreagens I (5 rain Raumtemperatur/LichtausschluB, Amadori- 
Verbindungen lachsrot) und Spriihreagens II (5 min 105 °C, Ama- 
dori-Verbindungen und Aminos/iuren violett) untersuchen. Fraktio- 
hen, die mit beiden Reagentien positiv reagieren, vereinigen und im 
Rotationsperforator mit Ether von Trichloressigs~iure befreien; die 
L6sung anschlieBend mit Aktivkohle entf/irben und zur Trockene 
eindampfen (Vakuumrotationsverdampfer). Durch Aufnehmen in 
Methanol und tropfenweise Zugabe von Ether die Amadori-Verbin- 
dungen f'~llen. Mehrfaches Umf/illen liefert die reinen Verbindun- 
gen. 

b: Fru-7-Abu, Fru-Arg, c~-Fru-Lys, e-Fru-Lys, c~,e-Difru-Lys 
WS.Brige L6sungen yon Glucose (60 mmol) und der betreffenden 
Aminos/iure (10 mmo/) mit 40 g Cellulosepulver zu einem dicken 
Brei verriihren; das Gemisch gefriertrocknen, anschliegend durch 
Lagerung fiber einer ges/ittigten CaC12-L6sung im Exsikkator auf ei- 
nen aw-Wert yon 0,35 einstellen und bei 40 °C in dicht verschlossenen 
Gef~iBen lagern (Lagerzeit s. Tabelle 1). Den Reaktionsansatz danach 
3real mit je 200ml Wasser extrahieren, den Extrakt mit 10ml Es- 
sigsfiure ans~iuern und auf die Chromatographiesfitfle I geben. Die 
S/iule zuckerfrei waschen, dann die Amadori-Verbindung und nicht 
umgesetzte Aminos/iure mit 500 ml Ammoniak eluieren. Das Eluat 
zur Trockene einengen (Vakuumrotationsverdampfer, Wasserbad 
35 °C) und im betreffenden Pyridin-Acetat-Puffer (Tabelle I) auf- 
nehmen. Die gebildete Amadori-Verbindung an einem stark sauren 
Hochleistungskationenaustauscher (Mitteldrucks/iule II) yon der 
nicht umgesetzten Aminosfiure abtrennen. Die einzelnen Fraktionen 
wie bei a untersuchen, entsprechend vereinigen und am Vakuumro- 

Tabelle 1. Reaktions- und Isolierungsbedingungen zur Darstellung 
yon Amadori-Verbindungen (TCE = Trichloressigsfiure, Py-Ac = Py- 
ridin-Acetat) 

Verbindung Real(- T C E -  Verbindung Lagerzeit pH-Wert 
tionszeit Konzentra- bei 40°C des 
(h) /ion (molfl) (rage) Py Ac- 

Puffers 

Fru Asp 7 0,05 
Fru Thr 5 0,10 
Fru- Hyp 8 0,15 
Fru Ser 5 0,15 
Fru-AsN 5 0,15 
Fru-Pro 4,5 0,20 
Fru Ala 2,5 0,20 
Fru-Val 3 0,20 
Fru--Leu 3,5 0,25 
Fru-Ile 3,5 0,25 
Fru Phe 2,5 0,40 

Fru-~/ Abu 14 3,6 
e,e Difru-Lys 9 4,0 
~-Fru-Lys 9 4,0 
~-Fru-Lys 9 4,0 
Fru-Arg 14 4,0 

Fru-Glu 14 
Fru GIN 7 

TCE- 
Konzen- 
tration 
(tool/l) 

0,10/1,5 
1,5 

tationsverdampfer zur Trockene einengen. Durch wiederholtes Auf- 
nehmen in Wasser und Einengen zur Trockene letzte Pyridinacetat- 
spuren entfernen. Ffillen und Umkristallisieren der einzelnen Ama- 
dori-Verbindungen wie unter a beschrieben. 

c: Fru-Glu 
Die Synthese analog b durchfiihren, den Reaktionsansatz aber vor 
der Gefriertrocknung mit Natronlauge auf pH 7.5 einstellen. Nach 
der Lagerung (Dauer: Tabelle 1) analog Verfahren b auf die Chro- 
matographies/iule I aufgeben, zuckerfrei waschen und anschliegend 
mit TrichloressigsS.ure (0,1 moll1) fraktionieren. Im Vorlauf erschei- 
nende Fraktionen, die nur mit TTC reagieren und durch s~iurekata~ 
lysierte Cyclisierung von Fru-Glu entstandene Fructosepyrrolidon- 
carbons/lure (Fru-Py) enthalten, aufbewahren. Alle Fraktionen, die 
mit TTC und Ninhydrin im Tiipfeltest positiv reagieren, vereinigen 
und im Rotationsperforator mit Ether unter Eiskiihlung yon Tri- 
chloressigs/iure befreien. Die extrahierte L6sung auf 50 ml einengen, 
mit 2 ml EssigsS.ure ans/iuern, erneut auf die regenerierte SS~ule I auf- 
geben und mit Wasser waschen. In diesem Eluat befindet sich der 
fiberwiegende Anteil der in der bisherigen Aufarbeitung gebildeten 
Fru-Py. Fru-Glu und restliche Spuren yon Fru-Py mit 500 ml Tri- 
chloressigs~iure (1,5 moll1) schnell eluieren und die Eluate sofort un- 
ter Eiskiihlung im Rotationsperforator yon Trichloressigsfiure be- 
freien, Anschliel3end mit Aktivkohle entf/irben und am Vakuumro- 
tationsverdampfer (Wasserbad 30 °C) zur Troekne einengen. Durch 
Aufnehmen in Methanol und Zugabe yon Ether Fru-Glu ausf/illen 
und durch mehrfaches Umf~llen reinigen. 

d: Fru-GlN 
Die Synthese und Extraktion wie bei Fru-Glu beschrieben durchffih- 
ren. Den Extrakt mit Natronlauge auf pH 7 einstellen und auf die 
Anionenaustauschers~ule III aufgeben. Mit Wasser zuckerfrei wa- 
schen und anschlieBend mit 500 ml Trichloressigsfiure (1,5 moll1) 
fraktionieren. Die im Tfipfeltest mit TTC und Ninhydrin positiv rea- 
gierenden Fraktionen vereinigen und sofort wie bei Fru-Glu be- 
schrieben aufarbeiten. Das erhaltene Endprodukt enth/ilt ca. 60% 
Fru-G1N, ca. 20% G1N und jeweils geringe Anteile an Fru-Py, Fru- 
Glu und Glu. 

e: Fru-Py (Fructosepyrrolidoncarbonsdure) 
Die bei der Isolierung von Fru-Glu anfallenden Mutterlaugen und 
Fru-Py enthaltenden Fraktionen (s. o.) vereinigen, zur vollstfindigen 
Umwandlung geringer Mengen noch vorhandener Fru-Glu in Fru- 
Py 30 min bei 90 °C erhitzen und anschliegend durch Perforation mit 
Ether yon Trichloressigs/iure befreien. Die extrahierte L6sung auf 
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pH 7 einstellen und auf die Chromatographies/iule III geben. Mit 
Wasser waschen und danach Fru-Py mit 350 ml Trichloressigs~iure 
(1,5 moll1) eluieren. Die Eluate durch Perforation mit Ether yon Tri- 
chloressigsfiure befreien, auf 50 ml einengen und mit 10 g Amberlite 
IR 120 H + zur Bindung freigesetzter Aminos/iure versetzen. Nach 
kurzem Stehen abfiltrieren und am Vakuumrotationsverdampfer zur 
Trockene einengen. Nach Aufnehmen in Isopropanol durch Ether- 
zugabe Fru-Py f/illen und durch Umf/illen weiter reinigen. 

Aufarbeitung yon Trockengemi~seprodukten 

5,00 g feingemahlene bzw. pulverf6rmige Gemiiseproben in einem 
200-ml-MeBkolben mit ca. 150 ml Wasser versetzen und 30 rain un- 
ter Rfihren mit dem Magnetrfihrer extrahieren. Danach mit Wasser 
aufffillen und scharf zentrifugieren. Vom Zentrifugat 1-I0 ml mit 
Methanol/Wasser (65 + 35, v/v) auf 50 ml aufffillen und mittels Fil- 
terspritze membranfiltrieren. Von der klaren L6sung 20 gl ffir die 
HPLC-Trennung einsetzen. 

Arbeitsbedingungen fitr die HPLC 

Flul3rate analytische Pumpe 1,5 ml/min; Flugrate Reagenspumpe 
f~r die Nachs/iulenreaktion 0,5ml; Reaktionscoil 1,0mI Innen- 
volumen, zur Temperierung in eine Wasserbad bei 85 °C einlegen; 
Detektor 480 nm, 0,08-0,32. AUFS; Schreiber 1 cm/min. 

Ergebnisse und Diskussion 

Darstellung der Vergleichssubstanzen 

Da Amadori-Verbindungen nicht k/iuflich erhfiltlich 
sind, muBten sie ffir die durchzuffihrenden Untersu- 
chungen selbst hergestellt werden. AuGer ffir die 
Derivate yon Glutamins/iure und Glutamin konnten 
bekannte Methoden [3, 14, 15] nach einigen Modifizie- 
rungen eingesetzt werden. Die Erhitzung von Glucose 
und Aminos/iuren in absolutem Methanol fiihrt bei 
rechtzeitigem Reaktionsabbruch (Tabelle 1) zu recht 
einfach zu reinigenden Reaktionsgemischen. F/Jr die 
Umsetzungen mit basischen Aminos/iuren und mit 
Glutaminsfiure und Glutamin sind diese Reaktionsbe- 
dingungen zu drastisch. Hier werden die Reaktions- 
partner auf den inerten Tr/iger Cellulose aufgezogen 
und bei 40 °C und kontrolliertem Wassergehalt gela- 
gert. Die nach beiden Verfahren erh/iltlichen Extrakte 
k6nnen an stark sauren Kationenaustauschern bzw. 
an Anionenaustauschern gereinigt werden. Zucker 
und andere neutrale Reaktionsprodukte werden mit 
Wasser entfernt. Bei der sich anschliegenden Fraktio- 
nierung werden die Amadori-Verbindungen bei der 
Elution mit Trichloressigs/iure oder mit Pyridin-Ace- 
tatpuffern vor den betreffenden Aminos/iuren eluiert. 
Bei der Umsetzung von Glucose mit Lysin entstehen 
drei verschiedene Amadori-Verbindungen, die nur 
durch Pyridin-Acetatpuffer getrennt werden k6nnen 
und in der Reihenfolge c~,e-Difru-Lys, e-Fru-Lys und 
e-Fru-Lys eluiert werden [16]. 

Ffir die Gewinnung der Amadori-Verbindungen 
von Glutaminsfiure und Glutamin konnten keine be- 
stehenden Verfahren angewandt werden, da bei allen 

bekannten und getesteten Methoden [3, 7, 14] Produk- 
te erhalten wurden, die Fructosepyrrolidoncarbon- 
s/iure (Fru-Py), z. T. sogar als Hauptkomponente, ent- 
hielten. Dieses Nebenprodukt entsteht durch Cyclisie- 
rung, besonders unter den sauren Isolierungsbedin- 
gungen, aus Fru-Glu und Fru-G1N. Bisher existieren 
zu dieser Verbindung nur wenig Hinweise [7, 15, 17], 
da sie mit Ninhydrin als Farbreagens bei den bisher 
fiblichen Trenn- und Nachweisverfahren (DC, Ami- 
nos/iureanalyse) nicht erfagt wird. Auch die Reaktivi- 
t/it gegenfiber alkalischer TTC-L6sung bei Raumtem- 
peratur ist gegeniiber den iibrigen Amadori-Verbin- 
dungen deutlich niedriger. Um die Bildung von Fru- 
Py m6glichst zu unterdriicken, sind daher alle Arbei- 
ten mit Rohextrakten zfigig und ohne Einwirkung von 
W/irme durchzuffihren. Ebenso sind alle chromato- 
graphischen Trennungen und die Trichloressigs/iu- 
reextraktionen schnell auszuffihren, um die Standzei- 
ten der sauren L6sungen so kurz wie m6glich zu hal- 
ten. Ffir Fru-G1N konnte trotzdem nur ein angerei- 
chertes Produkt erhalten werden; da diese Verbindung 
bereits auf der Kationenaustauschersfiule in hohem 
Mage zu Fru-Py cyclisiert, muBte auf diesen ffir die 
Reinigung sehr wirksamen Schritt verzichtet werden. 

Die Charakterisierung und Reinheitsprfifung der 
unter a-e erhaltenen Amadori-Verbindungen erfolgte 
zum einen durch Capillar-GC-MS der Trimethylsilyl- 
derivate nach der Methode von Wittmann [5], zum an- 
deren durch Aminos/iureanalyse [3] und durch HPLC 
mit Nachs~ulenderivatisierung. Die Reinheit der ein- 
zelnen Verbindungen lag - mit Ausnahme von Fru- 
G1N - zwischen 95% und 99,3%. 

Bedingungen ffir die Nachsiiulenreaktion 
yon Amadori- Verbindungen 

Mit Ausnahme der Amadori-Verbindungen aromati- 
scher Aminos/iuren besitzt diese Verbindungsklasse 
keine chromophoren Gruppen und ist daher mittels 
UV-Detektion nur im Wellenl/ingenbereich zwischen 
190nm und 210 nm mit geringer Empfindlichkeit 
nachweisbar. Die Umsetzung von Amadori-Verbin- 
dungen mit dem Reduktionsindikator Triphenyltetra- 
zoliumchlorid (TTC) in alkalischer L6sung ffihrt zu 
einem intensiv rot gef/irbten Formazan (Abb. 2), das 
bei 480 nm mit hoher Empfindlichkeit bestimmt wer- 
den kann. Das Ausmag dieser Farbreaktion ist stark 
vonder  Alkalitfit des Reaktionsgemisches sowie yon 
der Reaktionszeit und -temperatur abh/ingig. Die Op- 
timierung der Reaktionsbedingungen ist im folgenden 
dargestellt. Die optimale Reagenszusammensetzung 
wurde in Vorversuchen ermittelt. Es zeigte sich, dab 
alle Amadori-Verbindungen bei 0,05 m-NaOH im 
Reagens maximale Farbausbeuten lieferten. Nur fiir 
Fru-Py und die reduzierenden Zucker Fru und Glc lag 
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das Optimum zwischen 0,075 und 0,1 moll1. Die TTC- 
Konzentration wurde ffir alle Untersuchungen auf 
3,5 g/1 Reagensl6sung eingestellt, da hier ein Plateau 
der Farbausbeute in Abh/ingigkeit vonder TTC-Kon- 
zentration vorliegt. 

Bei Raumtemperatur ist eine alkalische TTC-L6- 
sung ein sehr spezifisches Reagens auf Amadori-Ver- 
bindungen. Ffir den Einsatz als Nachs/iulen-Reagens 
muB zur Reaktionsbeschleunigung bei erh6hter Tem- 
peratur gearbeitet werden, wobei dann auch reduzie- 
rende Zucker miterfagt werden. Dazu wird der Reak- 
tor (= Coil) in einen Wasserbadthermostaten gelegt. 
Die Abh/ingigkeit der Farbausbeuten einiger ausge- 
w/ihlter Verbindungen von der Reaktionstemperatur 
zeigt Abb. 3. Alle Amadori-Verbindungen haben ihr 
Maximum bei 85-95 °C. Fru-Py und reduzierende 
Zucker ben6tigen etwas h6here Temperaturen. Be- 
merkenswert ist, dab ~,e-Difru-Lys eine fast doppelt 
so hohe molare Farbausbeute liefert wie c~- und e-Fru- 
Lys. Dies kann als Best/itigung ffir das Vorhandensein 
der zweiten reduzierenden Fructosegruppe im Mole- 
kill gewertet werden. 
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Abb. 3. Abhfingigkeit der Farbausbeute (Peakfl/iche) bei der Reakti- 
on einiger Amadori-Verbindungen (je 2 nmol absolut) mit Triphe- 
nyltetrazoliurnchlorid (TTC) yon der Temperatur [Reaktor-(Coil)- 
Volumen: L0 rnl; FluBrate S~,uleneluat + Reagensl6sung: 2,0 ml/ 
mini. - [] = Glc, • = Fru-Ser, A = Fru-AsN, • = Fru-Py, o = e,~ 
Difru-Lys, • = e-Fru-Lys) 
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Abb. 4. Abh/ingigkeit der Farbausbeute (Peakfl/iche) bei der Reakti- 
on einiger Amadori-Verbindungen mit Triphenyltetrazoliumchlorid 
(TTC) yon der Reaktionszeit bei 85 °C - Bedingungen und Zuord- 
nungen der Kurven: siehe Abb. 3 

x 
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Die Abh/ingigkeit der Farbausbeute vonder Reak- 
tionszeit ist fiir einige Verbindungen in Abb. 4 darge- 
stellt. Die Reaktionszeit konnte dutch das Innenvolu- 
men der Reaktionscoils gesteuert werden. Durch die 
Verwendung selbst angefertigter Spiralen konnten be- 
liebige Volumina eingesetzt werden. Aus allen Unter- 
suchungen zu den Reaktionsbedingungen 1/igt sich er- 
kennen, dab die Amadori-Verbindungen ihre h6ch- 
sten Farbausbeuten jeweils unter etwas milderen Be- 
dingungen erreichen als Fructose, Glucose und Fruc- 
tosepyrrolidoncarbonsfiure. 

Trennung yon Amadori-Verbindungen mittels HPLC 

Zur Trennung einiger Amadori-Verbindungen hatte 
Takeoka [6] eine Kieselgelphase mit chemisch gebun- 
denen prim/iren Aminogruppen verwendet. Mit sau- 
ren Acetonitril/Wassergemischen wirkten die proto- 
nierten Aminogruppen als schwache Anionenaustau- 
scher. Wesentlich bessere Trennleistungen liegen sich 
nach eigenen Untersuchungen an stark basischen 
Anionenaustauschern auf der Basis modifizierten Kie- 
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DEAE 3turn 

p.+: * ' - -  +. 

r ( i r l 
--~ ~ 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 pH 

A b b .  5. Abh~ingigkeit der k'-Werte an DEAE 3/~m Material vom 
pH-Wert des im Fliel3mittel eingesetzten Phosphatpuffers; 1 Fru; 2 
Glc; 3 Fru-Leu; 4 Fru-Ile; 5 Fru-Phe; 6 Fru-Pro; 7 Fru-Val; 8 Fru- 
Hyp; 9/10 Fru-Ala + Fru-G1N; 11 Fru-AsN; 12 Fru-Thr; 13 Fru- 
?-Abu; 14 Fru+Ser; 15 Fru-Arg; 16 e-Fru-Lys; 17 ~-Fru-Lys; 18 Fru- 
Py; 19 c~,e-Difru-Lys; 20 Fru-Glu; 21 Fru-Asp 

selgels mit terti/iren und quatern/iren Aminogruppen 
erzielen. Von den untersuchten Anionenaustauschern 
zeigte DEAE-Kieselgel (3 p) (Serva) die besten Trenn- 
leistungen. Etwas schlechtere Ergebnisse lieferte Nu- 
cleosil SB (5 p) (Macherey/Nagel). Als Elutionsmittel 
dienten Acetonitril/Phosphatpuffergemische rnit ei- 
hem Anteil von 70 Vol-% Acetonitril, da nut hiermit 
die in den untersuchten pflanzlichen Trockenproduk- 
ten in gr613eren Mengen enthaltenen reduzierenden 
Zucker Fructose und Glucose ausreichend getrennt 
werden konnten. H6here Acetonitrilgehalte im FlieB- 
mittel ergeben ffir alle untersuchten Verbindungen 
sehr lange Retentionszeiten. Die Retentionszeiten und 
die Elutionsreihenfolge der Amadori-Verbindungen 
hingen sehr stark vom pH-Wert des eingesetzten Puf- 
fers ab. In Abb. 5 ist die Abhfingigkeit der k'-Werte der 
einzelnen Verbindungen vom Puffer-pH-Wert darge- 
stellt (k' = t , -  to/to; tr = Retentionszeit der jeweiligen 
Verbindung, to -- Totzeit der Trenns/iule). Der Grund 
ffir die starke pH-Abh/ingigkeit der k'-Werte der Fruc- 
toseaminos/iuren diirfte an ihrem unterschiedlichen 
Ionisationsgrad liegen. Bei pH 5,0 weisen die _sauren 

1 9 12 8 10 11 G . 16 17 

I 5 I'0 2'0 3~0 min > 

A b b .  6. Analyse eines Standardgemisches von Amadori-Verbindun- 
gen sowie Fructose und Glucose durch HPLC und Nachs/iulenderi- 
vatisierung mit TTC; HPLC-Bedingungen (s. Text). 1 Fru; 2 Glc; 
3 Fru-Leu; 4 Fru-Phe; 5 Fru-Val; 6 Fru-Hyp; 7 Fru-Ala + Fru-G1N; 
8 Fru-AsN; 9 Fru-Thr; 10 Fru-?-Abu; 11 Fru-Ser; 12 Fru-Py; 13 Fru- 
Arg; 14 c~-Fru-Lys; 15 8-Fru-Lys; 16 Fru-Glu; l 7 Fru-Asp; 18 e,e-Di- 
fru-Lys 

Amadori-Verbindungen Fru-Asp und Fru-Glu die 
h6chsten k'-Werte auf, da bei diesem pH-Wert often- 
bar nur sie eine gr613ere negative Uberschul31adung 
aufweisen, w/ihrend dies bei den basischen Amadori- 
Verbindungen (Fru-Arg, c~- und e-Fru-Lys, c~,e-Difru- 
Lys) noch nicht der Fall ist. Dies fiihrt zu dem starken 
Anstieg der k'-Werte ffir basische Amadori-Verbin- 
dungen bei Erh6hung des pH-Wertes, da sie mit stei- 
gender negativer Ladung fester gebunden werden, 
w/ihrend gleichzeitig die erh6hte Elutionskraft zu ei- 
ner schnelleren Elution der sauren Amadori-Verbin- 
dungen f/ihrt. Oberhalb pH 6,0 bzw. 6,5 iibertrifft die 
ansteigende Elutionskraft des Fliel3mittels den durch 
die Zunahme der negativen Ladung der basischen 
Amadori-Verbindungen zun/ichst erzielten Effekt, so 
dab diese wieder schneller eluiert werden. Auf die 
Trennung der Zucker und der fibrigen Amadori-Ver- 
bindungen scheinen die genannten Effekte im unter- 
suchten pH-Bereich nur einen geringen EinfluB zu ha- 
ben. Bei pH 5,8 lieSen sich an der DEAE-S/iule fast al- 
le zur Verftigung stehenden Amadori-Verbindungen 
sowie Fructose und Glucose isokratisch trennen 
(Abb. 6). Das Paar Fru-Leu/Fru-Ile kann nur knapp 
getrennt werden, Fru-Ile ist der Ubersichtlichkeit hal- 
ber daher nicht im Standardgemisch enthalten. Fru- 
Ala und Fru-G1N konnten unter keinen Bedingungen 
getrennt werden. Ffir die quantitative Bestimmung 
wurden diese Paare daher jeweils gemeinsam erfal3t 
und als Fru-Leu bzw. Fru-G1N berechnet. Die Nach- 
weisgrenzen der einzelnen Amadori-Verbindungen la- 
gen zwischen 10 ng und 50 ng, die einzelnen Eichkur- 
ven waren im Konzentrationsbereich bis 7500 ng/In- 
jektion linear. 

Extraktion und Reinigung yon Gemiiseproben 

Ffir die Isolierung von Amadori-Verbindungen aus 
Gemfiseproben hat sich die Extraktion mit kaltem 
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Wasser mit anschlieBender F/illung von Proteinen und 
wasserl6slichen Polysacchariden durch Zugabe yon 
Methanol bew/ihrt. Eine weitergehende Reinigung der 
Extrakte erwies sich als unn6tig, da die Nachs/iulen- 
Reaktion mit TTC so spezifisch ist, dab bei keiner der 
untersuchten Gemiiseproben Matrixst6rungen auftra- 
ten. Dies konnte dutch Untersuchungen von Frischge- 
miiseproben und von im Labor ohne W/irmeeinwir- 
kung gefriergetrockneten Gemfiseblindproben best/i- 
tigt werden. Eine in der Literatur [5, 14, 15] mehrfach 
vorgeschlagene Reinigung und Konzentrierung der 
w/il3rigen Extrakte durch Fixierung der Amadori-Ver- 
bindungen an stark sauren Kationenaustauschern (s. 
auch pr~iparative Isolierung), Abtrennung der Zucker 
und Neutralstoffe durch Waschen mit Wasser und die 
anschliegende Elution mit Trichloressigs/iure ver- 
ffilschte die Ergebnisse sogar erheblich. Fru-Py taucht 
n/imlich fast quantitativ im w/iBrigen Vorlauf auf und 
die Gehalte an Fru-Glu und Fru-G1N nehmen wfih- 
rend der Fixierung am Kationenaustauscher und der 
anschliel3enden sauren Elution unter Cyclisierung zu 
Fru-Py deutlich ab. 

Ergebnisse der Untersuchungen an Gemiiseproben 

Bisher liegen aus der Literatur nur einige durch Ami- 
nos/iureanalyse erzMte und somit wenig aussagekrfif- 
tige Untersuchungen fiber die Zusammensetzung und 
die Menge der in pflanzlichen Trockenprodukten vor- 
kommenden Amadori-Verbindungen vor [3, 18, 19]. 
Um einen Oberblick zu erhalten, wurde daher eine 
gr6Bere Anzahl indugtriell hergestellter Trockenge- 
mtise mit der beschriebenen Methode untersucht. Die 
Abb. 7 und 8 zeigen zwei typische Chromatogramme. 
In Tabelle 2 sind die Ergebnisse dieser Untersuchun- 
gen wiedergegeben. Je nach Aminos/iurezusammen- 
setzung der einzelnen Gemfisearten sowie den Trock- 
nungs- und Lagerungsbedingungen ergeben sich un- 
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A b b .  7. H P L C - C h r o m a t o g r a m m  (Detekt ion:  Nachs~ulender ivaf is ie-  
rung  mi t  TTC)  eines Ex t rak tes  yon  ge t roekne tem grfinem Gemtise- 
papr ika ;  Bedingungen  und  Z u o r d n u n g  der  Peaks  s. Abb.  6 
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A b b .  8. H P L C - C h r o m a t o g r a m m  (Detekt ion:  NachsSmlenderivat is ie-  
rung  mi t  TTC) eines Ex t rak tes  yon  wa lzenge t rockne tem Tomaten -  
pulver;  Bed ingungen  und  Z u o r d n u n g  der  Peaks  s. Abb.  6 

terschiedliche Gehalte der einzelnen Amadori-Verbin- 
dungen im Endprodukt. So zeigten Tomatenprodukte 
besonders hohe Gehalte an Fru-Glu, Fru-Asp und 
Fru-7-Abu. Bei den fibrigen Gemiisearten fiberwiegen 

Tabelle  2. Geha l t  an  Amador i -Ve rb indungen  in verschiedenen industr ie l l  hergeste l l ten  Trockengemi i sen  (mg/100 g TM)  

I II III IV v vI  v i i  v i i i  IX x xI  xII  xIII  x I v  xY 

Fru-Leu 81,2 158 41,2 60,7 36,7 165 65,7 142 59,3 290 79,3 24,5 127 28,2 50,1 
+ Fru Ile 

Fru Phe 277 150 108 232 89,8 62,9 75,0 56,7 22,3 149 37,5 14,7 7,0 19,5 31,7 
Fru-Val 80,1 41,9 47,9 46,3 27,2 155 84,9 35,1 12,2 175 25,0 39,3 8,3 33,8 47,3 
Fru Thr 285 368 189 384 129 427 79,7 108 41,2 0 13,5 17,8 20,1 20,6 0 
Fru-GIN 3110 494 516 517 205 2794 508 364 132 1296 313 397 280 418 413 

+ Fru-Ala 
Fru AsN 780 945 513 740 334 2967 1333 1086 430 2436 451 127 84,9 115 285 
Fru ~-Abu 2069 1462 1044 1445 532 490 347 212 72,3 347 16,2 105 109 76,0 41,6 
Fru-Ser 167 127 68,6 146 64,3 324 104 55,6 18,2 192 57,3 74,6 21,9 17,4 35,3 
Fru-Py 1086 594 2148 771 735 309 132 88,1 103 131 0 43,7 122 30,4 26,8 
Fru-Arg 92,0 150 0 109 180 247 115 199 0 438 40,0 111 0 81,6 0 
Frt~ Glu 2886 3788 676 1725 533 57,6 84,6 36,6 36,7 126 86,3 88,5 0 51,8 265 
Fru-Asp 1009 948 659 721 328 300 172 61,8 48,2 74,3 108 55,3 33,4 34,1 70,0 

I Tomatenf locken ,  luf tge t roeknet ;  II, I II  Tomatenpu lve r ,  walzenget rocknet ;  I V  Tomatenpu lve r ,  heiB spr i ihget rocknet ;  V Tomatenpu lve r ,  
ka l t  spr i ihget rocknet ;  VI Gemi i sepapr ika ,  gefr iergetrocknet ;  VII Gemt i sepapr ika ,  luf tget rocknet ;  VIII Gew/ i rzpapr ika ,  edelsfiB; I X  Rosen-  
papr ika ,  scharf; X Spargel,  luf tget rocknet ;  XI  Spargel ,  gefr iergetrocknet ;  XII  Blumenkohl ,  luf tget rocknet ;  XIII  Lauch,  luf tget rocknet ;  
X I V  Karot te ,  luf tge t rocknet ;  X V  Sellerie, lu f tge t rockne t  
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dagegen Fru-AsN und Fru-G1N (mit Fru-Ala). Zu- 
n/ichst sehr fiberraschend war der z.T. sehr hohe Ge- 
halt an Fru-Py bei Tomaten- und Gemfisepaprikapro- 
dukten im Vergleich zu anderen Gemfisearten. Dies 
kann dadurch erkl/irt werden, dab der pH-Wert w/iB- 
tiger Extrakte von Tomaten- und Gemfisepaprika- 
schoten bei allen untersuchten Proben im Bereich zwi- 
schen pH 4,0 und pH 4,8 lag, w/ihrend er sich bei den 
fibrigen Gemfisearten zwischen pH 5,5 und pH 5,9 be- 
wegte. Offensichtlich f6rdert dieser niedrigere pH- 
Wert bereits deutlich die Cyclisierung von Fru-Glu 
und Fru-G1N zu Fru-Py im Verlauf der Trocknung 
und der anschliel3enden Lagerung. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dab 
die vorgestellte HPLC-Methode sehr gut zur Bestim- 
rnung von Amadori-Verbindungen geeignet und der 
bisher eingesetzten Aminos/iureanalyse durch die er- 
heblich verbesserte Trennleistung, die hohe Spezifit/it 
und die deutlich verkiirzte Analysenzeit weit iiber- 
legen ist. Erstmals konnten so zahlreiche Gern/ise- 
trockenprodukte auf ihren tats/ichlichen Gehalt an 
Amadori-Verbindungen und aufden Gehalt des Cycli- 
sierungsproduktes Fru-Py untersucht werden. 

Die Untersuchungen wurden im Rahmen der industriellen Gemein- 
schaftsforschung fiber die Arbeitsgemeinschaft Industrieller For- 
schungsvereinigungen e.V. (AIF) aus Mitteln des Bundesministers 
ffir Wirtschaft gef6rdert. Hierffir sei an dieser Stelle verbindlich 
gedankt. 
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