Trennung und Bestimmung von Amadori-Verbindungen
mittels HPLC und Nachsiulenreaktion
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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
Trockengemiise und Gemiiseprodukten bestimmt
werden kénnen. Zusitzlich werden Fructose, Glucose
und Fructosepyrrolidoncarbonsdure, ein Cyclisie-
rungsprodukt von Fructoseglutamin und Fructose-
glutaminsiure, erfaBt. Nach Extraktion mit Wasser
aus dem Untersuchungsmaterial erfolgt die isokrati-
sche HPLC-Trennung der Amadori-Verbindungen
mittels Acetonitril/Phosphatpuffer an einer DEAE-
Kieselgelsdule. Der empfindliche und spezifische
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Nachweis der getrennten Verbindungen erfolgt durch
post-column Umsetzung mit alkalischer Triphenylte-
trazoliumchloridldsung bei 85 °C und anschlieBender
Detektion des gebildeten Triphenylformazans bei
480 nm. Die Nachweisgrenzen liegen bei 10 ng bis
50 ng fiir die verschiedenen Verbindungen. Mit dieser
Methode wurden zahireiche industriell hergestelite
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-, Gemiisepaprika- und Spargeltrok-
kenprodukten, da hier in den Ausgangsprodukten re-
lativ hohe Gehalte an Glucose und freien Aminoséu-
ren als Vorstufen der Amadori-Verbindungen vorhan-
den sind.

Einleitung

Amadori-Verbindungen (1-Amino-1-desoxy-2-keto-
sen, Ketoseaminosduren) entstehen im Frihstadium
der Maillard-Reaktion durch Reaktion von Aldosen
mit den Aminogruppen von Aminosiduren und Ama-
dori-Umlagerung der hierbei gebildeten Aldosyl-ami-
nosduren. Sie stellen die ersten einigermal3en stabilen
und analytisch faBbaren Produkte der Maillard-Reak-
tion dar; im weiteren Reaktionsverlauf werden sie zu
einer Vielzahl von teilweise sensorisch sehr aktiven
Folgeprodukten und schlieSlich zu Brdunungspro-
dukten (Melanoidine) abgebaut. Zusammenfassend
wurde die Maillard-Reaktion u. a. von Hodge [1] und
Baltes [2] behandeit. Ihr Verlaufistin Abb. 1 stark ver-
einfacht dargestelit. Die Maillard-Reaktion spielt be-
sonders bei der Trocknung von Gemiise und Obst so-
wie bei der Herstellung von Gemiise- und Obstkon-
zentraten und deren Lagerung eine erhebliche Rolle;
bei der ProzeB- und Qualititskontrolle der Lebensmit-
telindustrie muB daher auf diese Reaktion besonders
geachtet werden. Zu drastische Trocknungsbedingun-
gen und zu lange Lagerung fiihren zu gebrdunten und
sensorisch minderwertigen Produkten. Amadori-Ver-
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bindungen k&énnen dabei zur Friitherkennung derarti-
ger, durch Maillard-Reaktion hervorgerufener Quali-
tiatsverdnderungen herangezogen werden, da sie im
Gegensatz zur Briunung ohne Induktionsperiode und
vor dem Auftreten sensorischer Verdnderungen gebil-
det werden [3]. Die Analyse der Amadori-Verbindun-
gen erfolgte bisher fast ausschlieBlich mittels Amino-
sdureanalyse [3, 4], deren Aussagekraft aber unter der
fiir Amadori-Verbindungen sehr schlechten Trennlei-
stung sowie an der teilweise auftretenden Uberlage-
rung mit Aminosduren leidet, so daB nur Summen-
peaks mehrerer liberlagerter Verbindungen ausgewer-
tet werden kénnen. 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, erfal3it
aber die Amadori-Verbindungen der basischen Ami-
noséduren nicht.

Aufgrund der polaren Struktur und der relativ
groflen Stabilitit der Amadori-Verbindungen sollte
die HPLC eine aussichtsreiche Alternative zur Amino-
sdureanalyse 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 von Rein-
substanzen und Einzelkomponenten. Hauptgrund
hierfiir ist, da3 bisher noch kein empfindliches und
spezifisches HPLC-Detektionssystem fiir Amadori-
Verbindungen existierte. Fiir einen spezifischen Nach-
weis von Amadori-Verbindungen soll in dieser Arbeit
ihre Reduktionskraft in einer Nachsdulenreaktion mit
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), wobei dieses re-
duktiv zum rot gefiarbten Triphenylformazan aufge-
spalten wird (s. Abb. 2), genutzt werden. Tetrazolium-
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Abb. 2. Reduktionsindikator Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Abb. 1. Reaktionsverlauf der Maillard-Reaktion
(nach [1, 2], stark vereinfacht)

Maltol

salze wurden schon frith als DC-Spriihreagentien fiir
Amadori-Verbindungen eingesetzt [9]. Auch die Ver-
wendung als Nachsdulen-Reagens bei der HPLC re-
duzierender Zucker wurde beschrieben [10, 11].

Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien, Reagentien und Lsungsmittel, so-
weit nicht anders erwihnt, pro anal.-Qualitit (Merck, Fluka).

Lisungsmittel/ Chemikalien

Methanol iber Tod und Magnesium destilliert, Acetonitril (zur Syn-
these) liber P,O5 destilliert, Wasser iiber KMnO,, destilliert, Pyridin
iiber Ninhydrin destilliert, Diethylether, 2,3,5-Triphenyltetrazolium-
chlorid (TTC), Ninhydrin, Trichloressigsdure, Essigsdure 100%, Ka-
liumdihydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat,
Cellulose mikrokristallin (Serva), Ammoniak 2 mol/l.

Vergleichssubstanzen. Fructose, Glucose; Aminosduren: y-Abu (y-
Aminobuttersiure), Ala, Asp, AsN, Arg, Glu, GIN, Hyp, lle, Leu,
Lys, Phe, Pro, Ser, Thr, Val.

Chromatographiesdulen fir priparative und analytische Ionenaus-
tauschchromatographie. I: Chromatographiesdule 4 ¢cm i. D., 50 cm
lang, mit Amberlite IR 120 H*, 20-50 mesh (Serva); Fiillhohe
25 em. - II: Mitteldruckchromatographiesdule 2 cmi. D., 60 cm lang
mit Verteilerstempel, geftllt mit Aminex Q-1508, 7 um, Pyridinium-
form (Bio-Rad). - III: Chromatographiesdule 2 cm i. D., 50 cm lang,
mit Lewatit MP 5080, 60150 mesh, OH~ (Merck); Fiillhshe 25 cm.
—IV: HPLC-Séule mit Vorsdule (250 +40) x 4,6 mm (Knauer), selbst
befiillt mit DEAE-Si 100, 3 n (Serva) in Slurry-Technik mit Isopro-
panol als Druckmittel, Fiilldruck 450 bar.

Reagentien und Eluierlosungen.

Sprithreagens I: 0,5g TTC in 100 ml Natronlauge (0,5 mol/l). —
Sprithreagens I1: 0,2 g Ninhydrin + 5 m! Essigsdure (10%) + 95 ml
n-Butanol. — Lésungen von Trichloressigsdure in Wasser 0,1—
1,5 molfl; wiBrige Pyridin-Acetat-Puffer: Pyridin 0,3 mol/l, mit Es-
sigsdure 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
Nachsédulenreaktion: 3,5 g TTC/l Natronlauge (0,05 mol/l), unter
LichtausschluB membranfiltriert (0,45 pm) und in Braunglasfla-
schen aufbewahrt — bei Raumtemperatur einige Tage stabil.

Gerdte

Trockenschrank; Gefriertrockner (z.B. GT 2, Leybold-Heraeus);
Fraktionssammler; Vakuumrotationsverdampfer; Vakuumfiltrati-
onsgerdt mit Membranfiltern 0,2 pm Celluloseacetat Typ OE 66
(Schleicher & Schiill); pH-Einstabelektrode; Rotationsperforator
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nach Ludwig Typ N 2070 Normag (O. Fritz GmbH, Hofheim/Tau-
nus); Magnetrithrer, Laborzentrifuge (z. B. Hereaeus-Christ); Filter-
spritze mit Swinny Filterhalter und Membranfilter 0,45 pm Typ
HVLP 013 (Millipore); Schlagkreuzkaffeemiihle. — Taumelkolben-
pumpe (100 mi/h) mit Pulsddmpfer (RCT-FMI, Reichelt) zur Mittel-
druckchromatographie; Probenaufgabeventil mit 5 ml Schieife (La-
tek). — HPLC-Doppelkolbenpumpe Typ 750/04 (Knauer) mit TM-
Pulsddmpfer (Biotronik); Schleifeninjektor 7125, 20 pl (Rheodyne);
Nachsédulenderivatisierungseinheit URS 051 (Kratos); Reaktions-
coils verschiedener Innenvolumina aus Tefloncapillare 0,3 mm i.D.,
1,6 mm &uflerer Durchmesser (Macherey/Nagel), nach dem Ver-
fahren von Neue [12] selbst angefertigt und mit DurchfluBmessun-
gen geeicht; Wasserbadthermostat (z. B. N3, Haake); UV-VIS Spek-
tralphotometer Typ 87.00 mit variabler Wellenlinge (Knauer);
Schreiber mit Spiegeleinrichtung TY-2 (Knauer); Rechner-Integra-
tor (z.B. CI-10, Milton Roy); Aminosdureanalysator LC 5001,
Trennsdule BTC 2710 (Biotronik) mit Lithiumcitrat-Standardtrenn-
programm fiir physiologische Fliissigkeiten {13].

Prdparative Darstellung von Amadori-Verbindungen

Bei den hier dargestellten Amadori-Verbindungen handelt es sich
ausschlieBlich um Fructoseaminosduren (im 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 Aminosdure in
600 ml wasserfreiem Methanol unter RiickfluB erhitzen, bis der Re-
aktionsansatz braun gefirbt ist (Reaktionszeiten Tabelle 1). Nach
dem Abdestillieren des Methanols den Riickstand in Essigsdure
(20%) 16sen und die Losung auf die mit Kationenaustauscher gefill-
te Chromatographiesiule I aufgeben. Mit 2 1 Wasser zuckerfrei wa-
schen und die Eluate verwerfen. AnschlieBend die betreffende Ama-
dori-Verbindung durch Elution mit Trichloressigsdure geeigneter
Konzentration (Tabelle 1) von der Aminosiure trennen (FluBrate:
250 ml/h) und das Eluat mittels eines Fraktionssammlers auffangen
(Volumen der Einzelfraktionen: 20 ml). Die erhaltenen Fraktionen
jeweils parallel durch Tipfeltests auf Chromatographiepapier mit
Sprithreagens I (5 min Raumtemperatur/Lichtausschiufl, Amadori-
Verbindungen lachsrot) und Spriithreagens II (5 min 105 °C, Ama-
dori-Verbindungen und Aminosiuren violett) untersuchen. Fraktio-
nen, die mit beiden Reagentien positiv reagieren, vereinigen und im
Rotationsperforator mit Ether von Trichloressigsdure befreien; die
Losung anschlieBend mit Aktivkohle entfirben und zur Trockene
eindampfen (Vakuumrotationsverdampfer). Durch Aufnehmen in
Methanol und tropfenweise Zugabe von Ether die Amadori-Verbin-
dungen féllen. Mehrfaches Umféllen liefert die reinen Verbindun-
gen.

b: Fru-y-Abu, Fru-Arg, a-Fru-Lys, e-Fru-Lys, o.&-Difru-Lys

Wilrige Losungen von Glucose (60 mmol) und der betreffenden
Aminosdure (10 mmol) mit 40 g Cellulosepulver zu einem dicken
Brei verriihren; das Gemisch gefriertrocknen, anschlieBend durch
Lagerung iber einer gesattigten CaCl,-Losung im Exsikkator auf ei-
nen a,-Wert von 0,35 einstellen und bei 40 °C in dicht verschlossenen
Gefillen lagern (Lagerzeit s. Tabelle 1). Den Reaktionsansatz danach
3mal mit je 200 ml Wasser extrahieren, den Extrakt mit 10ml Es-
sigsdure ansiduern und auf die Chromatographiesiule I geben. Die
Siule zuckerfrei waschen, dann die Amadori-Verbindung und nicht
umgesetzte Aminosdure mit 500 ml Ammoniak eluieren. Das Eluat
zur Trockene einengen (Vakuumrotationsverdampfer, Wasserbad
35 °C) und im betreffenden Pyridin-Acetat-Puffer (Tabelle 1) auf-
nehmen. Die gebildete Amadori-Verbindung an einem stark sauren
Hochleistungskationenaustauscher (Mitteldruckséule II) von der
nicht umgesetzten Aminosiure abtrennen. Die einzelnen Fraktionen
wie bei a untersuchen, entsprechend vereinigen und am Vakuumro-
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Tabelle 1. Reaktions- und Isolierungsbedingungen zur Darstellung
von Amadori-Verbindungen (TCE = Trichloressigsiure, Py-Ac = Py-
ridin—Acetat)

Verbindung  Reak- TCE- Verbindung Lagerzeit pH-Wert
tionszeit  Konzentra- bei 40°C  des
() tion (mol/l) (Tage) Py-Ac-
Puffers
Fru-Asp 7 0,05 Fru-y-Abu 14 3,6
Fru-Thr 5 0,10 o,6-Difru-Lys 9 4,0
Fru-Hyp 8 0,15 a-Fru-Lys 9 4,0
Fru-Ser 5 0,15 e-Fru-Lys 9 40
Fru-AsN 5 0,15 Fru-Arg 14 4,0
Fru-Pro 4,5 0,20
Fru-Ala 2,5 0,20
Fru-Val 3 0,20 TCE-
Fru-Leu 3,5 0,25 Konzen-
Fru-Ile 35 0,25 tration
Fru-Phe 2,5 0,40 (mol/l)
Fru-Glu 14 0,10/1,5
Fru-GIN 7 1,5

tationsverdampfer zur Trockene einengen. Durch wiederholtes Auf-
nehmen in Wasser und Einengen zur Trockene letzte Pyridinacetat-
spuren entfernen. Fallen 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-
matographiesdule I aufgeben, zuckerfrei waschen und anschlieBend
mit Trichloressigsdure (0,1 mol/l) fraktionieren. Im Vorlauf erschei-
nende Fraktionen, die nur mit TTC reagieren und durch séiurekata-
lysierte Cyclisierung von Fru-Glu entstandene Fructosepyrrolidon-
carbonsiure (Fru-Py) enthalten, aufbewahren. Alle Fraktionen, die
mit TTC und Ninhydrin im Tiipfeltest positiv reagieren, vereinigen
und im Rotationsperforator mit Ether unter Eiskithlung von Tri-
chloressigsdure befreien. Die extrahierte Ldsung auf 50 ml einengen,
mit 2 ml Essigsdure ansduern, erneut auf die regenerierte Siule I auf-
geben und mit Wasser waschen. In diesem Eluat befindet sich der
iiberwiegende Anteil der in der bisherigen Aufarbeitung gebildeten
Fru-Py. Fru-Glu und restliche Spuren von Fru-Py mit 500 ml Tri-
chloressigsiure (1,5 mol/fl) schunell eluieren und die Eluate sofort un-
ter Eiskithlung im Rotationsperforator von Trichloressigsiure be-
freien. AnschlieBend mit Aktivkohle entfirben und am Vakuumro-
tationsverdampfer (Wasserbad 30 °C) zur Trockne einengen. Durch
Aufnehmen in Methanol und Zugabe von Ether Fru-Glu ausfillen
und durch mehrfaches Umfillen reinigen.

d: Fru-GIN

Die Synthese und Extraktion wie bei Fru-Glu beschrieben durchfiih-
ren. Den Extrakt mit Natronlauge auf pH 7 einstellen und auf die
Anionenaustauschersiule III aufgeben. Mit Wasser zuckerfrei wa-
schen und anschlieBend mit 500 ml Trichloressigsaure (1,5 mol/l)
fraktionieren. Die im Tiipfeltest mit TTC und Ninhydrin positiv rea-
gierenden Fraktionen vereinigen und sofort wie bei Fru-Glu be-
schrieben aufarbeiten. Das erhaltene Endprodukt enthilt ca. 60%
Fru-GIN, ca. 20% GIN 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. 0.) vereinigen, zur vollstindigen
Umwandlung geringer Mengen noch vorhandener Fru-Glu in Fru-
Py 30 min bei 90 °C erhitzen und anschlieBend durch Perforation mit
Ether von Trichloressigsidure befreien. Die extrahierte Losung auf
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pH 7 einstellen und auf die Chromatographiesiule III geben. Mit
Wasser waschen und danach Fru-Py mit 350 m! Trichloressigsdure
(1,5 moljl) eluieren. Die Eluate durch Perforation mit Ether von Tri-
chloressigsdure befreien, auf 50 ml einengen und mit 10 g Amberlite
IR 120 H* zur Bindung freigesetzter Aminosdure versetzen. Nach
kurzem Stehen abfiltrieren und am Vakuumrotationsverdampfer zur
Trockene einengen. Nach Aufnehmen in Isopropanol durch Ether-
zugabe Fru-Py fillen und durch Umfillen weiter reinigen.

Aufarbeitung von Trockengemiiseprodukien

5,00 g feingemahlene bzw. pulverférmige Gemiiseproben in einem
200-ml-MeBkolben mit ca. 150 ml Wasser versetzen und 30 min un-
ter Rithren mit dem Magnetriihrer extrahieren. Danach mit Wasser
auffiillen und scharf zentrifugieren. Vom Zentrifugat 1-10 ml mit
Methanol/Wasser (65+ 35, v/v) auf 50 m! auffiillen und mittels Fil-
terspritze membranfiltrieren. Von der klaren Losung 20 pl fiir die
HPLC-Trennung einsetzen.

Arbeitsbedingungen fiir die HPLC

FluBrate analytische Pumpe 1,5 ml/min; Flufirate Reagenspumpe
fiir die Nachsiulenreaktion 0,5ml; Reaktionscoil 1,0 ml Innen-
volumen, zur Temperierung in eine Wasserbad bei 85°C cinlegen;
Detektor 480 nm, 0,08-0,32. AUFS; Schreiber 1 cm/min.

Ergebnisse und Diskussion
Darstellung der Vergleichssubstanzen

Da Amadori-Verbindungen nicht kduflich erhaltlich
sind, mufiten sie fiir die durchzufithrenden Untersu-
chungen selbst hergestellt werden. AuBer fiir die
Derivate von Glutaminsdure und Glutamin konnten
bekannte Methoden [3, 14, 15] nach einigen Modifizie-
rungen eingesetzt werden. Die Erhitzung von Glucose
und Aminosduren in absolutem Methanol fiihrt bei
rechtzeitigem Reaktionsabbruch (Tabelle 1) zu recht
einfach zu reinigenden Reaktionsgemischen. Fiir die
Umsetzungen mit basischen Aminosduren und mit
Glutaminsiure und Glutamin sind diese Reaktionsbe-
dingungen zu drastisch. Hier werden die Reaktions-
partner auf den inerten Triger Cellulose aufgezogen
und bei 40 °C und kontrolliertem Wassergehalt gela-
gert. Die nach beiden Verfahren erhéltlichen Extrakte
konnen an stark sauren Kationenaustauschern bzw.
an Anionenaustauschern gereinigt werden. Zucker
und andere neutrale Reaktionsprodukte werden mit
Wasser entfernt. Bei der sich anschlieBenden Fraktio-
nierung werden die Amadori-Verbindungen bei der
Elution mit Trichloressigsdure oder mit Pyridin-Ace-
tatpuffern vor den betreffenden Aminosduren eluiert.
Bei der Umsetzung von Glucose mit Lysin entstehen
drei verschiedene Amadori-Verbindungen, die nur
durch Pyridin-Acetatpuffer getrennt werden koénnen
und in der Reihenfolge o,s-Difru-Lys, a-Fru-Lys und
e-Fru-Lys cluiert werden [16).

Fiir die Gewinnung der Amadori-Verbindungen
von Glutaminsiure 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-
sdure (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-GIN. Bisher existieren
zu dieser Verbindung nur wenig Hinweise [7, 15, 17],
da sie mit Ninhydrin als Farbreagens bei den bisher
iiblichen Trenn- und Nachweisverfahren (DC, Ami-
nosdureanalyse) nicht erfalit wird. Auch die Reaktivi-
tit gegeniiber alkalischer TTC-Lésung bei Raumtem-
peratur ist gegeniiber den {ibrigen Amadori-Verbin-
dungen deutlich niedriger. Um die Bildung von Fru-
Py moglichst zu unterdriicken, sind daher alle Arbei-
ten mit Rohextrakten ziigig und ohne Einwirkung von
Wiérme durchzufithren. Ebenso sind alle chromato-
graphischen Trennungen und die Trichloressigsidu-
reextraktionen schnell auszufiithren, um die Standzei-
ten der sauren Losungen so kurz wie méglich zu hal-
ten. Fiir Fru-GIN konnte trotzdem nur ein angerei-
chertes Produkt erhalten werden; da diese Verbindung
bereits auf der Kationenaustauschersdule in hohem
MaBe zu Fru-Py cyclisiert, muBte auf diesen fiir die
Reinigung sehr wirksamen Schritt verzichtet werden.

Die Charakterisierung und Reinheitspriifung der
unter a—¢ erhaltenen Amadori-Verbindungen erfolgte
zum einen durch Capillar-GC-MS der Trimethylsilyl-
derivate nach der Methode von Wittmann [5], zum an-
deren durch Aminoséureanalyse [3] und durch HPLC
mit Nachsdulenderivatisierung. Die Reinheit der ein-
zelnen Verbindungen lag — mit Ausnahme von Fru-
GIN - zwischen 95% und 99,3%.

Bedingungen fiir die Nachsdulenreaktion
von Amadori-Verbindungen

Mit Ausnahme der Amadori-Verbindungen aromati-
scher Aminosduren besitzt diese Verbindungsklasse
keine chromophoren Gruppen und ist daher mittels
UV-Detektion nur im Wellenldngenbereich zwischen
190 nm und 210 nm mit geringer Empfindlichkeit
nachweisbar. Die Umsetzung von Amadori-Verbin-
dungen mit dem Reduktionsindikator Triphenyltetra-
zoliumchlorid (TTC) in alkalischer Ldsung fiihrt zu
einem intensiv rot gefarbten Formazan (Abb. 2), das
bei 480 nm mit hoher Empfindlichkeit bestimmt wer-
den kann. Das AusmaB dieser Farbreaktion ist stark
von der Alkalitit des Reaktionsgemisches sowie von
der Reaktionszeit und -temperatur abhéngig. Die Op-
timierung der Reaktionsbedingungen ist im folgenden
dargestellt. Die optimale Reagenszusammensetzung
wurde in Vorversuchen ermittelt. Es zeigte sich, dafl
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 mol/l. Die TTC-
Konzentration wurde fiir alle Untersuchungen auf
3,5 g/l Reagenslosung eingestellt, da hier ein Plateau
der Farbausbeute in Abhangigkeit von der TTC-Kon-
zentration vorliegt.

Bei Raumtemperatur ist eine alkalische TTC-Lo-
sung ein sehr spezifisches Reagens auf Amadori-Ver-
bindungen. Fiir den Einsatz als Nachsidulen-Reagens
muB zur Reaktionsbeschleunigung bei erhohter Tem-
peratur gearbeitet werden, wobei dann auch reduzie-
rende Zucker miterfaBit werden. Dazu wird der Reak-
tor (=Coil) in einen Wasserbadthermostaten gelegt.
Die Abhiéngigkeit der Farbausbeuten einiger ausge-
wahlter Verbindungen von der Reaktionstemperatur
zeigt Abb.3. Alle Amadori-Verbindungen haben ihr
Maximum bei 85-95°C. Fru-Py und reduzierende
Zucker bendtigen etwas hohere Temperaturen. Be-
merkenswert ist, daB «,e-Difru-Lys eine fast doppelt
so hohe molare Farbausbeute liefert wie «- und e-Fru-
Lys. Dies kann als Bestitigung fir das Vorhandensein
der zweiten reduzierenden Fructosegruppe im Mole-

kil gewertet werden.
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Abb. 3. Abhingigkeit der Farbausbeute (Peakfliche) bei der Reakti-
on einiger Amadori-Verbindungen (je 2 nmol absolut) mit Triphe-
nyltetrazoliumchlorid (TTC) von der Temperatur [Reaktor-(Coil)-
Volumen: 1,0 ml; FluBrate Sduleneluat + ReagensiGsung: 2,0 mi/
min}. — 0 = Glc, m = Fru-Ser, A = Fru-AsN, o = Fru-Py, c = 0,8
Difru-Lys, ® = a-Fru-Lys)
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Abb. 4. Abhingigkeit der Farbausbeute (Peakfliche) bei der Reakti-
on einiger Amadori-Verbindungen mit Triphenyltetrazoliumchiorid
(TTC) von der Reaktionszeit bei 85 °C — Bedingungen und Zuord-
nungen der Kurven: siche Abb. 3

Die Abhéngigkeit der Farbausbeute von der Reak-
tionszeit ist fiir einige Verbindungen in Abb.4 darge-
stellt. Die Reaktionszeit konnte durch 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 148t sich er-
kennen, daf3 die Amadori-Verbindungen ihre hdch-
sten Farbausbeuten jeweils unter etwas milderen Be-
dingungen erreichen als Fructose, Glucose und Fruc-
tosepyrrolidoncarbonsdure.

Trennung von Amadori-Verbindungen mittels HPLC

Zur Trennung einiger Amadori-Verbindungen hatte
Takeoka [6] eine Kieselgelphase mit chemisch gebun-
denen primiren Aminogruppen verwendet. Mit sau-
ren Acetonitril/Wassergemischen wirkten die proto-
nierten Aminogruppen als schwache Anionenaustau-
scher. Wesentlich bessere Trennleistungen lieen sich
nach eigenen Untersuchungen an stark basischen
Anionenaustauschern auf der Basis modifizierten Kie-
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Abb.5. Abhingigkeit der k'-Werte an DEAE 3 um Material vom
pH-Wert des im FlieBmittel eingesetzten Phosphatpuffers; 7 Fru; 2
Glc; 3 Fru-Leu; 4 Fru-lle; 5 Fru-Phe; 6 Fru-Pro; 7 Fru-Val; 8 Fru-
Hyp; 9/10 Fru-Ala + Fru-GIN; 71 Fru-AsN; 12 Fru-Thr; 13 Fru-
y-Abu; 14 Fru-Ser; 15 Fru-Arg; 16 a-Fru-Lys; 17 ¢-Fru-Lys; 18 Fru-
Py; 19 a,e-Difru-Lys; 20 Fru-Glu; 27 Fru-Asp

selgels mit tertidren und quaterndren 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 mit ei-
nem Anteil von 70 Vol-% Acetonitril, da nur hiermit
die in den untersuchten pflanzlichen Trockenproduk-
ten in groBeren Mengen enthaltenen reduzicrenden
Zucker Fructose und Glucose ausreichend getrennt
werden konnten. Hohere Acetonitrilgehalte im Flief3-
mittel ergeben fiir alle untersuchten Verbindungen
schr lange Retentionszeiten. Die Retentionszeiten und
die Flutionsreihenfolge der Amadori-Verbindungen
hingen sehr stark vom pH-Wert des eingesetzten Puf-
fersab. In Abb. 5 ist die Abhidngigkeit der k'~-Werte der
einzelnen Verbindungen vom Puffer-pH-Wert darge-
stellt (k'=1t,—1,/t; t,=Retentionszeit der jeweiligen
Verbindung, ¢, = Totzeit der Trennsdule). Der Grund
fiir die starke pH-Abhéngigkeit der k’-Werte der Fruc-
toseaminosduren diirfte an ihrem unterschiedlichen
lonisationsgrad liegen. Bei pH 5,0 weisen die sauren
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Abb. 6. Analyse eines Standardgemisches von Amadori-Verbindun-
gen sowie Fructose und Glucose durch HPLC und Nachsiulenderi-
vatisierung mit TTC; HPLC-Bedingungen (s. Text). / Fru; 2 Glc;
3 Fru-Leu; 4 Fru-Phe; 5 Fru-Val; 6 Fru-Hyp; 7 Fru-Ala+ Fru-GIN;
8 Fru-AsN; 9 Fru-Thr; 10 Fru-y-Abu; 11 Fru-Ser; 12 Fru-Py; 13 Fru-
Arg; 14 a-Fru-Lys; 15 s-Fru-Lys; 16 Fru-Glu; /7 Fru-Asp; 18 a,e-Di-
fru-Lys

Amadori-Verbindungen Fru-Asp und Fru-Glu die
héchsten k'-Werte auf, da bei diesem pH-Wert offen-
bar nur sie eine groBere negative UberschuBladung
aufweisen, wiahrend dies bei den basischen Amadori-
Verbindungen (Fru-Arg, o- und &-Fru-Lys, o,e-Difru-
Lys) noch nicht der Fall ist. Dies fiihrt zu dem starken
Anstieg der k'-Werte fiir basische Amadori-Verbin-
dungen bei Erhéhung des pH-Wertes, da sie mit stei-
gender negativer Ladung fester gebunden werden,
wahrend gleichzeitig die erhohte Elutionskraft zu ei-
ner schnelleren Elution der sauren Amadori-Verbin-
dungen fiihrt. Oberhalb pH 6,0 bzw. 6,5 tibertrifft die
ansteigende Elutionskraft des FlieBmittels den durch
die Zunahme der negativen Ladung der basischen
Amadori-Verbindungen zunéichst erzielten Effekt, so
daB diese wieder schneller eluiert werden. Auf die
Trennung der Zucker und der iibrigen Amadori-Ver-
bindungen scheinen die genannten Effekte im unter-
suchten pH-Bereich nur einen geringen Einfiul} zu ha-
ben. Bei pH 5,8 lieBen sich an der DEAE-Saule fast al-
le zur Verfilgung stehenden Amadori-Verbindungen
sowie Fructose und Glucose isokratisch trennen
(Abb. 6). Das Paar Fru-Leu/Fru-lle kann nur knapp
getrennt werden, Fru-Ile ist der Ubersichtlichkeit hal-
ber daher nicht im Standardgemisch enthalten. Fru-
Ala und Fru-GIN konnten unter keinen Bedingungen
getrennt werden. Fir die quantitative Bestimmung
wurden diese Paare daher jeweils gemeinsam erfaBBt
und als Fru-Leu bzw. Fru-GIN 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 von Gemiiseproben

Fiir die Isolierung von Amadori-Verbindungen aus
Gemiiseproben hat sich die Extraktion mit kaltem
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Wasser mit anschlieBender Féllung von Proteinen und
wasserlOslichen Polysacchariden durch Zugabe von
Methanol bewéhrt. Fine weitergehende Reinigung der
Extrakte erwies sich als unnétig, da die Nachsdulen-
Reaktion mit TTC so spezifisch ist, daB bei keiner der
untersuchten Gemiiseproben Matrixstdrungen auftra-
ten. Dies konnte durch Untersuchungen von Frischge-
miiseproben und von im Labor ohne Wirmeeinwir-
kung gefriergetrockneten Gemiiseblindproben besté-
tigt werden. Eine in der Literatur [5, 14, 15] mehrfach
vorgeschlagene Reinigung und Konzentrierung der
wibBrigen Extrakte durch Fixierung der Amadori-Ver-
bindungen an stark sauren Kationenaustauschern (s.
auch praparative Isolierung), Abtrennung der Zucker
und Neutralstoffe durch Waschen mit Wasser und die
anschlieBende Elution mit Trichloressigsdure ver-
falschte die Ergebnisse sogar erheblich. Fru-Py taucht
nédmlich fast quantitativim waBrigen Vorlauf auf und
die Gehalte an Fru-Glu und Fru-GIN nehmen wéh-
rend der Fixierung am Kationenaustauscher und der
anschlieBenden sauren Elution unter Cyclisierung zu
Fru-Py deutlich ab.

Ergebnisse der Untersuchungen an Gemiiseproben

Bisher liegen aus der Literatur nur einige durch Ami-
nosdureanalyse erzielte und somit wenig aussagekraf-
tige Untersuchungen iiber die Zusammensetzung und
die Menge der in pflanzlichen Trockenprodukten vor-
kommenden Amadori-Verbindungen vor [3, 18, 19].
Um einen Uberblick zu erhalten, wurde daher eine
groBere Anzahl industriell hergestellter Trockenge-
miise 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 Aminosdurezusammen-
setzung der einzelnen Gemiisearten sowie den Trock-
nungs- und Lagerungsbedingungen ergeben sich un-
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Abb.7. HPLC-Chromatogramm (Detektion: Nachsiulenderivatisie-
rung mit TTC) eines Extraktes von getrocknetem griinem Gemiise-
paprika; Bedingungen und Zuordnung der Peaks s. Abb. 6
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Abb. 8. HPLC-Chromatogramm (Detektion: Nachsdulenderivatisie-
rung mit TTC) eines Extraktes von walzengetrocknetem Tomaten-
pulver; Bedingungen und Zuordnung 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-y-Abu. Bei den iibrigen Gemiisearten iberwiegen

Tabelle 2. Gehalt an Amadori-Verbindungen in verschiedenen industriell hergestellten Trockengemiisen (mg/100 g TM)

1 I I v v VI VII VIII IX X X1 XI1 X1 XIv XV
Fru-Leu 81,2 158 41,2 60,7 36,7 165 65,7 142 59,3 290 793 245 127 28,2 50,1
+Fru-lle
Fru-Phe 277 150 108 232 89,8 62,9 75,0 56,7 223 149 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 83 33,8 473
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 48 413
+Fru-Ala
Fru-AsN 780 945 513 740 334 2967 1333 1086 430 2436 451 127 849 115 285
Fru-y-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 17,4 353
Fru-Py 1086 594 2148 V! 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
Fru-Glu 2886 3788 676 1725 533 57,6 84,6 36,6 36,7 126 86,3 88,5 0 518 265
Fru-Asp 1009 948 659 721 328 300 172 61,8 48,2 74,3 108 55,3 334 34,1 70,0

I Tomatenflocken, luftgetrocknet; 77, I7I Tomatenpulver, walzengetrocknet; /¥ Tomatenpulver, heiB sprithgetrocknet; V' Tomatenpulver,
kalt sprithgetrocknet; VI Gemiisepaprika, gefriergetrocknet; VII Gemiisepaprika, luftgetrocknet; VIII Gewlirzpaprika, edelsiiB; /X Rosen-
paprika, scharf; X Spargel, luftgetrocknet; XI Spargel, gefriergetrocknet; XII Blumenkohl, luftgetrocknet; XIIT Lauch, luftgetrocknet;
X1V Karotte, luftgetrocknet; XV Sellerie, luftgetrocknet
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dagegen Fru-AsN und Fru-GIN (mit Fru-Ala). Zu-
nédchst sehr liberraschend war der z. T. sehr hohe Ge-
halt an Fru-Py bei Tomaten- und Gemiisepaprikapro-
dukten im Vergleich zu anderen Gemiisearten. Dies
kann dadurch erklirt werden, daB der pH-Wert wil3-
riger Extrakte von Tomaten- und Gemisepaprika-
schoten bei allen untersuchten Proben im Bereich zwi-
schen pH 4,0 und pH 4,8 lag, wihrend er sich bei den
iibrigen Gemiisearten zwischen pH 5,5 und pH 5,9 be-
wegte. Offensichtlich fordert dieser niedrigere pH-
Wert bereits deutlich die Cyclisierung von Fru-Glu
und Fru-GIN zu Fru-Py im Verlauf der Trocknung
und der anschlieBenden Lagerung.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dafB3
die vorgestellte HPLC-Methode sehr gut zur Bestim-
mung von Amadori-Verbindungen geeignet und der
bisher eingesetzten Aminosdureanalyse durch die er-
heblich verbesserte Trennleistung, die hohe Spezifitit
und die deutlich verkiirzte Analysenzeit weit Tiber-
legen ist. Erstmals konnten so zahlreiche Gemiise-
trockenprodukte auf ihren tatsichlichen Gehalt an
Amadori-Verbindungen und auf den Gehalt des Cycli-
sierungsproduktes Fru-Py untersucht werden.

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