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Summanry

In the present paper a spectrophotometric method for the determination of small

quantities of benzene in alcohols is described.

To determine the benzene concentration, the wave-length 254,6 nm is chosen and

compared with air = 100 %. The benzene content can be read from a calibration curve.

There are impurities in alcohols, which absorb at ) 254,6 nm; they are therefore de-

termined at ), 267,4 nm (with this wave-length benzene does practically not absorb any
more) and substracted from the gross benzene content.

The results obtained by this method are good. Measuring range: 0—100 and 0—500

microlitre/l, according to the layer-length.

P =
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Bestimmung des a-Aminostickstoffs freier Aminosauren
durch Decarboxylierung mit Ninhydrin

P. Schenk und R. Scherz

Betriebsanalytisches Laboratorium der Knorr Nihrmittel AG, Thayngen

Von den zahlreichen Methoden zur Bestimmung des Aminostickstoffs sind in

der Lebensmittelanalytik vor allem die folgenden von Bedeutung:

i

SR ER

Gasvolumetrische Bestimmung des N» nach Desaminierung mit HNO. nach
van Slyke (1).

Formoltitration nach Sorensen (2).

Titration in alkoholischer Losung nach Martens (3).

Kolorimetrische Bestimmung mit Ninhydrin nach Yemm und Cocking (4,5,6).
Decarboxylierung mit Ninhydrin nach van Slyke (7).

Jedes dieser Verfahren ist mit gewissen Unzulinglichkeiten behaftet, so daf}

die Resultate, die die einzelnen Methoden liefern, oft betrichtlich voneinander
abweichen. Dies wird durch Tabelle 1 anhand eigener Untersuchungen illustriert.
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Tabelle 1.  Aminostickstoffbestimmungen nach verschiedenen Methoden

Proks naciog:il;ﬁah] { Azmino~N ngch Methozle 5
Wiirze A 4,30 2,67 3,64 — 2,66 2,81
B - — — 2,73 — 2,66
Hefeextrakt 73 T 4,18 4,56 — 3,44 3,49
Fleischextrakt A 9,48 1,18 3,22 — 1,03 0,54
B — — — T2 - 032
Bouillon — — — 1,51 — 1,34

Die Werte in der Tabelle bedeuten %0 N, bezogen auf das Ausgangsmaterial (Feucht-
gewicht).

So ergibt die Formoltitration durchwegs hohere Werte. Starke Schwankungen
zeigen die einzelnen Methoden bei Fleischextrakt; der Grund dafiir diirfte im
relativ hohen Gehalt an Dipeptiden (Carnosin, Anserin) liegen, die je nach der
gewihlten Methode unterschiedlich miterfaflt werden. Auch auf Ammoniak spre-
chen die einzelnen Verfahren ungleich an. Die betrichtlichen Differenzen lassen
sich aber nur zum Teil theoretisch erkliren.

Die Decarboxylierungsreaktion mit Ninhydrin besitzt den anderen Bestim-
mungsverfahren gegeniiber den Vorzug, dafl sie fiir o-Aminosiuren spezifisch
ist und stochiometrisch verlauft, indem eine dem o-Aminostickstoff dquivalente
Menge CO; freigesetzt wird (8). Schematisch verlauft die Reaktion nach folgender
Bruttogleichung:

O T 0 0 -
I I I
C OH € C
AN 1000 X N,
B—CH-COGHL? \)\/c _ e ta o Tk C—N:C\)
! \. PH 2,5 /
: N PHE 3 /
NH: ¢ OH C C
I | I
O L O (=) @) -

blauer Farbstoff
+ R—CHO + 3 H,O + CO,

In der Literatur finden sich zahlreiche Angaben iiber Reaktionszwischen-
stufen und Theorien zum Reaktionsmechanismus (9, 10). Mc Caldin (11) hat dazu
eine ausfiihrliche Zusammenstellung publiziert, bei der auch neueste Auffassungen
berticksichtigt wurden.

Wihrend die a-Aminogruppe frei oder alkyliert vorliegen kann (z.B. im
Falle des Prolins und Sarkosins), muf8 die Carboxylgruppe frei sein. Folgende
Verbindungen reagieren deshalb nicht:
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— p-Aminosduren (z. B. f-Alanin)

— Aminosaureester

— DPeptide (sofern keine freien a-Aminogruppen vorliegen, wie z.B. bei
Glutathion).

— Ammoniak

— Amine

— Amide

Abweichend werden bei Asparaginsiure zwei Molekiile CO» abgespalten, da
der primir entstehende Malonaldehyd weiter zerfillt.

Angesichts dieser grundsitzlichen Vorziige der geschilderten Methode schien
uns eine neue Uberpriifung durch Vergleichsuntersuchungen an Proben mit bekann-
tem Aminosiuregehalt wiinschenswert. Nachfolgend werden Resultate mitgeteilt,
die mit einer modifizierten Methode nach wan Slyke erhalten wurden.

Experimenteller Teil

Wir dnderten die Originalmethode von wvan Slyke (7) dahingehend ab, daff wir
das freigesetzte CO» nicht durch Vakuum, sondern durch einen Stickstoffstrom
austrieben. Diese Anordnung ist in der Handhabung einfacher und hat den Vor-
teil, dafl man unter vollstindigem Luft-CO.-Ausschlufl titrieren kann. Die
Ba(OH).-Losung behidlt auf diese Weise ihren Titer tiber lingere Zeit und muf}
nicht jeden Tag frisch eingestellt werden.

Arbeitsvorschrift
Reagentien:
— HCI 0,1IN
— Ba(OH): 0,1N, enthaltend 2 *o BaCl.
— Ninhydrin fest
— Citratpuffer pH 2,5
2,06 g Trinatriumcitrat (NasCeHs07 - 2H.0)
19,15 g Citronensaure-Monohydrat
beide Substanzen im Morser fein zerrieben und intensiv miteinander ver-
mischt.
— Phenolphthalein 1 g in 95 %oigem Aethanol

Bestimmung

Die Konzentration der Analysenlosung soll so gewihlt werden, dafl bei Ver-
wendung von 5 ml (etwa 3—7 mg Amino-N entsprechend) ca. 5—10 ml
0,1 N Ba(OH):-Losung verbraucht werden. 5 ml der zu untersuchenden Losung
werden in das Reaktionsgefifl pipettiert, eine Spatelspitze (100 mg) Puffer
pH 2,5 zugesetzt und wihrend 2—3 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt,
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Apparatur: m
/\
Mafle in mm Buretten 25ml ( )

unter COZ-Aus~

schluss ‘fillbar | ;,

L\

Uberdruck - Reaktions - HCl 1
ablass gefass O1N
[@]#11]
Quetsch- 30 ml ;{ Natron-
hahn Z=eY kalk
2 ‘ ] , ool
AT . [ \ pio
Wasser- Titrier- ' g
bzw. Eisbad gefass
Y ILE
o |
& : ' i
/ 70ml 81 \

o b=

Ho0 NaOH 10% Magnet-Ruhrer
BG(OH)2 0,1 N

um etwa praeformiertes CO; auszutreiben. Nun wird das Reaktionsgefafl in Eis-
wasser gekiihlt, dann 250 mg Ninhydrin zugegeben und mit der Apparatur ver-
bunden. Das Titriergefiff beschickt man mit 1—2 Tropfen Indikatorldsung und
verbindet dieses ebenfalls mit der Apparatur. Zur Entfernung von CO. aus der
Apparatur wird unter fortwahrender Eiskithlung 2—3 Minuten lang mit kohlen-
saurefreiem Stickstoff durchgespiilt (1 Blase pro Sekunde). Anschliefend laf3t
man aus der Biirette ca. 20 ml Ba(OH).-Losung in das Titriergefafy einfliefen
und taucht das Reaktionsgefafl in ein siedendes Wasserbad ganz ein. Sobald sich
das Reaktionsgemisch blau verfirbt, wird der Stickstoffstrom abgestellt und 7 Mi-
nuten lang weitererhitzt., Wihrend der ganzen Operation wird die Barium-
hydroxydlosung stindig geriihrt, um eine vollstindige Absorption des CO. zu er-
reichen. Schliefillich wird noch 2 Minuten lang Stickstoff durch die Apparatur
geleitet (1 Blase pro Sekunde), um das restliche Kohlendioxyd quantitativ in
die Vorlage zu spiilen.

Die vollstindige Absorption des Kohlendioxyds kann kontrolliert werden,
indem man an der Bariumhydroxyd-Biirette einen hingenden Tropfen anbringt:
dieser darf sich wahrend der ganzen Bestimmung nicht triiben. Hat sich wihrend
der Reaktion im Titriergefafl Schaum gebildet, so zerstort man diesen durch
Zusatz von einigen Tropfen Amylalkohol.

400
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Nun wird mit 0,1 N HCI auf Umschlag des Phenolphthaleins nach farblos
titriert.

ml Ba(OH): 0,1 N-fp_ oppy, = A

Berechnung: : B
(A—B) - 0,70 = mg a-Aminostickstoff in 5 ml der eingesetzten Analysenldsung.

Die Standardabweichung der Methode betrigt bei einer Einwaage von
5 mg N £ 0,07 mg.
Resultate

Die mit reinen Substanzen erhaltenen Resultate sind in Tabelle 2 zusammen-
gestellt. Bei den Aminosauren ist die Ubereinstimmung von Theorie und Experi-
ment gut. Uberraschend ist, dafl auch Carnosin, Glycyl-Glycin und Glycyl-glycyl-
Glycin eine gewisse geringe Reaktionsfihigkeit aufweisen. Als Erklirung hierfiir
kann eine partielle Hydrolyse der Peptide unter den Analysenbedingungen ange-
nommen werden; wurden nimlich die Peptide ohne Ninhydrinzugabe den Ana-
lysenbedingungen unterworfen und das Gemisch anschlieffend diinnschicht-chro-
matographisch getrennt, so konnten Spuren der entsprechenden freien Amino-
sauren nachgewiesen werden. Die dabei verwendeten Peptide waren chromato-
graphisch rein, also frei von ihren Aminosidure-Bausteinen.

Tabelle 2.  o-Aminostickstoff, bestimmt an Reinsubstanzen

a-Amino-N a-Amino-N
Verbindung : theoretisch experimentell
/o /0

Glutaminsiure 9,52 9,50
Leucin ' 10,68 10,51
Histidin 9,03 9,13
Prolin 12,17 12,01
f-Alanin ‘ 4.0 0,21
Asparaginsdure 10,52 10,41
Carnosin 0 1,19
Glycyl-Glycin 0 0,18
Glycyl-glycyl-Glycin 0 0,14
Harnstoff 0 0,13
Kreatinin 0 0

Zur weiteren Priifung der Decarboxylierungsmethode haben wir schliefllich
Vergleichsanalysen mit Hilfe quantitativer Aminosdurebestimmungen® durchge-
fithrt. In der Tabelle 3 sind die Resultate einander gegeniiber gestellt.

* Diese wurden mit einem Beckman/Spinco Aminosiure-Analysator Modell 120B
nach Stein und Moore (12,13) gemacht. Fiir die Durchfithrung dieser Untersuchungen
danken wir den Herren Dr. H. Sulser und R. Weber vom Knorr Forschungs-Institut
Ziirich bestens.
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Tabelle 3

a-Aminostickstoff, bestimmt nach van Slyke und errechnet aus dem

Aminosduregehalt

Testgemisch

Mathode (Reinsubstanzen) Wiirze Rindflei}z(::h- Rizgﬂfigh'
eingesetzt | gefunden e Hydrolyeat
Asparaginsiure 9,08 9,10 0,090 0,004 0,105
Glutaminsaure 20,46 20,12 0,326 0,017 0,450
Threonin 3,34 3,26 0,020 0,009 0,042
Serin 5,78 5,80 0,051 0,017 0,044
Prolin 7,86 7,47 0,055 0,008 0,115
Glycin 5,25 4,71 0,088 0,039 0,449
Alanin 10,35 10,76 0,071 0,136 0,274
. Valin 3,48 3,48 0,031 0,013 0,062
S Methionin 0 0 0,003 0,003 0,016
g Isoleucin 2,31 2,26 0,022 0,008 0,039
b Leucin 3,54 3,60 0,026 0,013 0,012
= Tyrosin 0 0 0,009 0,004 0,009
‘g Phenylalanin 2,93 2.31 0,015 0,004 0,023
.8 [3~Alanin 0 : 0 0 0,007 0,378
5 Lysin 5,82 5,78 0,036 0,023 0,202
- Histidin 4,88 4,77 0,028 0,022 1,044
E 1-CH,-Histidin 0 0 0 0 0,146
_g Arginin 15,52 15,70 0,116 0,041 0275
§
@4 Gesamt-Aminosiure-
Stickstoff 100,00 99,12 0,987 0,368 3,685
Umgerechnet in:
g Hind Raies 90,75 | 90,37 | 0960 | 0310 | 2379
Stickstoff
(Asparaginsdure-N
doppelt)
el j.l?r.ke a-Aminosiure-
m—fie;tk Stickstoff 90,75 91,61 1,01 0,34 2,57

Die Werte bedeuten:

beim Testgemisch %o N, bezogen auf eingewogenen Gesamt-Aminosiure N;

bei Wiirze, Rindfleischextrakt und Rindfleischextrakt-Hydrolysat %o N, bezogen auf Ein-

waage.
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Diese Analysen bestdtigen die Zuverldssigkeit der Decarboxylierungsmethode
nach der beschriebenen Arbeitsvorschrift. Die Ubereinstimmung des aus den ein-
zelnen Aminosduren berechneten Gesamt-Aminosaure-Stickstoffs mit dem gefun-
denen o-Aminostickstoff ist bei Wiirze als gut zu bezeichnen (vgl. die zwei un-
tersten Reihen in Tabelle 3). Besonders befriedigend ist auch die Ubereinstim-
mung bei Fleischextrakt, wenn man mit den nach den {ibrigen Methoden erhal-
tenen Werten vergleicht (Tabelle 1). Damit wird nahegelegt, daff die Decar-
boxylierungsmethode nach van Slyke auch bei Produkten, die reich an Di- und
hoheren Peptiden sind, brauchbare Werte liefert.

Die grofle Diskrepanz zwischen a-Aminosdure-Stickstoff und Gesamt-Amino-
saure-Stickstoff im Hydrolysat des Fleischextraktes ist auf den hohen Gehalt an
Histidin, 1-Methyl-Histidin und f-Alanin zurlickzufiihren, welche Hydrolyse-
Produkte der Dipeptide Carnosin und Anserin sind. In diesem Zusammenhang
ist es von Interesse, darauf hinzuweisen, dafl in einigen Lindern der Aminostick-
stoff-Gehalt als Qualitatsmerkmal fiir gewisse Produkte betrachtet wird. Unserer
Ansicht nach ist unter Aminostickstoff immer a-Aminosiure-Stickstoff als Mafd
der freien Aminosiuren verstanden worden, und priziserweise miifite also bei
solchen Angaben der letztere verlangt werden.

Unserer Mitarbeiterin, Friulein H. Obrenberg, mochten wir an dieser Stelle fiir die
Durchfiihrung der zahlreichen Analysen bestens danken.

Zusammenfassung

Verglichen mit einigen in der Lebensmittelanalytik gebrduchlichen Methoden zur Be-
stimmung von Aminosiduren liefert die Decarboxylierungsmethode, wie gezeigt wird, die
verlafilichsten Resultate. Es wird eine einfache Apparatur zur Bestimmung des g-Amino-
saurestickstoffs durch Decarboxylierung mit Ninhydrin nach Van Slyke beschrieben.

Résumé

En comparant quelques méthodes usuelles pour la détermination des acides aminés,
nous constatons que la méthode de la décarboxylation donne les résultats les plus sfirs.
Un appareil simple pour déterminer I'azote des acides aminés en position ¢ par décar-
boxylation en présence de ninhydrine selon la méthode de van Slyke est décrit.

Summary

Compared with some other methods used in the food analysis for the determination
of amino acids, the decarboxylation method is shown to give the most reliable results.
A simple apparatus to determine g-amino acid-nitrogen by decarboxylation with nin-
hydrine, according to the van Slyke method, is described.
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UV-Spektrophotometrische Theobfomin-Bestimmung
in Kakao und Schokolade

Von H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes schweiz. Konsumvereine (VSK) Basel

1. Einleitung

Die Theobromin-Bestimmung, oder genauer die Gesamt-Alkaloid-Bestim-
mung (Theobromin und Coffein), leistet wertvolle Dienste zur Berechnung der
fettfreien Kakaomasse in kompliziert zusammengesetzten Kakao- und Schoko-
ladenerzeugnissen. Es ist die einzige direkte Methode zur Berechnung der fett-
freien Kakaomasse. Fiir die Theobromin-Bestimmung sind bereits zahlreiche, mei-
stens recht umstiandliche und zeitraubende Methoden vorgeschlagen worden. Auf
Grund eigener Untersuchungen (1, 2, 3) darf die von Pritzker und Jungkunz (4)
ausgearbeitete und von uns etwas modifizierte Perforationsmethode als recht
genau angesehen werden.

Eine einfachere, fiir Routineuntersuchungen rasch durchfiihrbare spektro-
photometrische Methode wire jedoch sehr erwiinscht. Da Theobromin und
Coffein im Ultraviolett charakteristische, stark ausgeprigte Absorptionsbanden
mit einem Maximum bei 272 nm aufweisen, sollte die UV-spektrophotometrische
Bestimmung im Prinzip mdglich sein.

Nach der Methode Pritzker und Jungkunz (4) wird die Kakaomasse oder die
Schokolade zunichst mit Wasser und Magnesiumoxid gekocht und dann filtriert.
Das meistens schwach opalisierende, gelblich gefirbte Filtrat enthilt die Alkaloide
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