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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 66, 413—425 (1975)
Eingegangen 5. Mai 1975. Angenommen 19. Juli 1975

Eine Methode zur gaschromatographischen Bestimmung
von Methionin und Lysin in Futtermitteln

Rosemarie Gerstl und K. Ranfft

Bayer. Hauptversuchsanstalt fiir Landwirtschaft,
Freising-Weihenstephan

Einleitung

Fiir die Untersuchung der Aminosiurezusammensetzung von Proteinen stehen
eine Reihe von Bestimmungsmethoden zur Verfiigung, alle sind jedoch wegen der
chemischen Aehnlichkeit der Aminosiduren sehr aufwendig und zeitraubend. Pep-
tidgemische konnen nach teilweiser Spaltung der Proteine mit Hilfe der Elektro-
phorese oder der Gelfiltration untersucht werden. Zur quantitativen Bestimmung
der einzelnen Aminosiuren sind diese Methoden jedoch nicht geeignet, hierzu
sind allein chromatographische Auftrennungsverfahren, verbunden mit spezifi-
schen Nachweisreaktionen, verwendbar.

Zum qualitativen Nachweis der Aminosiuren wurde schon vor vielen Jahren
die Papierchromatographie verwendet. Sie ist wegen der viel einfacheren Hand-
habung, der schnelleren Entwicklung der Chromatogramme und der Moglich-
keit, durch Eluierung der Flecken eine quantitative Aussage machen zu konnen,
durch die Diinnschichtchromatographie iiberholt worden. Zur Identifizierung der
Aminosiure dient neben einer Reihe spezifischer Reagenzien fiir den Nachweis
einzelner Aminosiuren das in der Eiweifichemie weit verbreitete Ninhydrin. Die
bei der Reaktion mit Aminosduren auftretende Blaufarbung kann fiir quantitative
Messungen herangezogen werden. Diese Reaktion beniitzt auch die heute in der
Hauptsache angewandte Methode der automatisierten Ionenaustauscherchroma-
tographie nach Spackmann und Mitarbeitern (1). Nach Reaktion mit den Amino-
siuren wird die auftretende Blaufarbung im Absorptionsmaximum gemessen und
die Farbintensitit in Form von Peaks aufgezeigt. Anschlieflend wird das Chro-
matogramm quantitativ ausgewertet. Die dafiir benotigten Gerdte werden lau-
fend verbessert.

In den letzten Jahren hat sich die Gaschromatographie zu einer universellen
Arbeitsmethode entwickelt. Durch dieses Verfahren kann man Stoffe vieler Sub-
stanzklassen auch in den geringsten Mengen auftrennen und nachweisen. Die Gas-
chromatographie wurde deshalb auch zur Aminosiurebestimmung eingesetzt. Da
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die Aminosiuren aufgrund ihres polaren Charakters schwer fliichtig sind, miissen
sie vor der gaschromatographischen Bestimmung in thermostabile und fliichtige
Substanzen umgewandelt werden. Die dabei erhaltenen Derivate lassen sich in
zwei Gruppen einteilen. In einem Fall bleibt das Aminosduremolekiil erhalten
und es werden nur die funktionellen Gruppen derivatisiert. Dieses Verfahren ist
das weitaus gebriuchlichere. Bei den selteneren Methoden wird das Aminosdure-
molekiil verindert. Hierbei werden entweder die funktionellen Gruppen durch
weniger polare Gruppen ersetzt (2, 3, 4) oder das Aminosduremolekiil wird vollig
verandert (5, 6, 7, 8).

Bei den ersten in der Literatur erwihnten Veresterungen von Aminosduren
wurden Reaktionen nur an der Carboxylgruppe durchgefiihrt (9, 10). Bessere
Auftrennungen im Gaschromatographen erreichte man jedoch mit Derivaten
einiger Aminosduren, bei denen beide funktionelle Gruppen, d.h. die Amino-
gruppe durch Acetyl-, Formyl- oder Dinitrophenylreste und die Carboxylgruppe
durch einen aliphatischen Rest verestert wurden (11, 12, 13, 14, 15). Wesentliche
Verbesserungen erreichte man mit Derivaten, bei denen die Aminogruppen durch
den Trifluoracetylrest geschiitzt wurden, wahrend die Veresterung der Carboxyl-
gruppe mit verschiedensten Alkoholen durchgefiithrt wurde (16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24,25). Wahrend fast alle bisher erwihnten Autoren nur mit reinen
Aminosiuregemischen arbeiteten, wurden von Gehrke und Mitarbeitern (26) erst-
mals die Hydrolysate von reinen Proteinen untersucht, indem N-Trifluoracetyl-
aminosiurebutylester hergestellt und gaschromatographisch aufgetrennt wurden.
Eine weitere Verbesserung war die Einfithrung des Trimethylsilylrestes, da dieser
die Aminosiuren schnell und vollstindig derivatisierte. Eine Trimethylsilylierung
gelingt am besten mit N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid (27). Mit diesem Rea-
gens (BSA) lassen sich die meisten Aminosiuren leicht zu fliichtigen Derivaten
umsetzen. Noch giinstigere Eigenschaften zeigte das IN,O-Bis-(trimethylsilyl)-
trifluoracetamid (BSTFA) (28, 29, 30).

Die Veresterung der Aminosiuren mit BSTFA erscheint uns als die z. Zt.
brauchbarste Methode, weil man auf diese Weise in relativ kurzer Zeit gut fliich-
tige, gaschromatographisch trennbare Derivate erhilt. Fiir einzelne Aminosduren
liefert dieses Verfahren sehr gute Ergebnisse, andere dagegen lassen sich bisher nur
unbefriedigend oder gar nicht bestimmen. Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens
ist, dafl bei der Verbrennung im Flammenionisationsdetektor hauptsichlich
Siliciumtetrafluorid entsteht. Bei der Verbrennung der mit BSA erhaltenen Pro-
dukte bildet sich dagegen Siliciumdioxid, das den Detektor nach wenigen Ein-
spritzungen stark verschmutzt und dadurch die Empfindlichkeit herabsetzt.

Der Bestimmung der Aminosauren Methionin und Lysin, die am ehesten in
den zur Verfiitterung verwendeten Proteinen limitiert sind, kommt deshalb grofle
Bedeutung zu, und sie sollte in moglichst vielen Laboratorien durchgefiihrt wer-
den konnen. Da Gaschromatographen heute in der Analytik fiir sehr viele Pro-
bleme eingesetzt werden, zeigt diese Analysenmethode gegeniiber der Ionenaustau-
scherchromatographie einige Vorteile. Die fiir letztere Methode notwendigen Ge-
rate sind nicht universell verwendbar und kénnen deshalb nur dort rentabel ein-
gesetzt werden, wo groflere Mengen an Aminosdaureuntersuchungen anfallen.
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Alle derzeitig verfiigbaren gaschromatographischen Bestimmungsmethoden fiir
Aminosduren waren nur fiir die Analyse von reinen Proteinen einsetzbar. Es
sollte nun versucht werden, dieses Verfahren auch zur Untersuchung von Futter-
mitteln, wie z.B. Mischfutter, anzuwenden. Vor einiger Zeit haben wir eine
Methode zur gaschromatographischen Bestimmung von zugesetztem Methionin
und Lysin veroffentlicht (31). Um Mischfuttermittel auch auf ihren Gesamtgehalt
an Lysin und Methionin untersuchen zu konnen, haben wir die vorliegende
Methode ausgearbeitet.

Prinzip der Methode

Das Untersuchungsmaterial wird zur Entfernung von Fetten und Pflanzen-
farbstoffen mit Petrolither am Soxhlet extrahiert und nach Perameisensiure-
oxydation mit 6 n-Salzsiure hydrolysiert. Das Hydrolysat wird mit Hilfe eines
Kationenaustauschers gereinigt. Ein Aliquotteill des Eluats wird mit N,O-Bis-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid in Acetonitril silyliert. Nach der gaschromato-
graphischen Auftrennung auf einer Siule, gefiillt mit 3% OV 7 und 1,5% OV 22
auf Chromosorb G, erfolgt die Auswertung iiber eine Eichkurve.

Beschreibung der Methode

Gerdte
Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor — Vakuumrotationsver-
dampfer — Soxhletapparatur — Eisbad — Glassdulen zur Ionenaustauscher-

chromatographie (14 cm X 1 ¢cm) — Oelbad mit Thermostat — Silylierungs-
gefifle, die mit einem Septum fest verschlossen werden konnen (z. B. Reaktions-
rohrchen, Fa. Serva, Heidelberg) — diverse Glasgerite.

Reagenzien
R 1 Petrolather Sp. 40—60°C
R 2 6 n-HCI: 491 ml HCI p. a. (37%) mit Wasser zu einem Liter auffiillen
R 3 DPerameisensaure: 10 ml 30% Wasserstoffperoxid in einen 100-ml-Meflkol-

ben geben und mit Ameisensiure p.a. 98% zur Marke auffiillen. Diese
Mischung 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen lassen und vor Ge-
brauch 10 min in ein Eisbad stellen.

Kationenaustauscherharz Dowex 50 WX 8 (50—100 mesh)

3 n-Ammoniaklosung

3 n-Salzsaure

N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA)

Acetonitril p. a. iiber CaCl, aufbewahrt

9 oY b
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R 9 n/10-Salzsiure
R 10 fliissige Phasen fiir die Gaschromatographie: OV 7 und OV 22
R 11 Trigermaterial: Chromosorb G; h. p., 100—200 mesh
R 12 DL-Methionin p. a.
R 13 L-Lysin-HCI p. a.
R 14 Methioninsulfon p. a.
R 15 Aethanol abs. p. a.
R 16 Eichlosungen der Aminosduren (R 13, R 14) 5 mg/ml in n/10 HCI
R 17 1 n-Salzsiure
R 18 Methylenchlorid p. a.
Gaschromatographische Bedingungen

Detektor: Flammenionisationsdetektor — Injektortemperatur: 275°C — De-

tektortemperatur: 235°C — Siulenofentemperatur: Initialtemperatur 150°C,

7 min, dann 2°C/min bis 225°C — Trigergas: Stckstoff, 40 ml/min — Luft:
500 ml/min — Brenngas: Wasserstoff, der Durchflufy wird optimiert.

Herstellung des Saulenmaterials

Zur Herstellung von 30 g Sdulenmaterial jeweils 0,9 g OV 7 (R 10) und
0,45 g OV 22 (R 10) in einen kleinen Erlenmeyerkolben einwiegen und in 20—30
ml Methylenchlorid (R 18) 16sen. In einem 500-ml-Rundkolben zu 28,65 g Chro-
mosorb G (R 11) soviel Methylenchlorid (R 18) zufiigen, daff der Fliissigkeits-
spiegel einige Zentimeter iber dem Chromosorb steht. Daraufhin die beiden L&-
sungen der fliissigen Phasen (OV 7 und OV 22) quantitativ mit der Aufschlam-
mung des Trigermaterials vereinigen und den gesamten Kolbeninhalt am Rota-
tionsverdampfer bis max. 60°C zur Trockene bringen. Das fertige Saulenmaterial
in eine Glassdule (1,8 mX0,6 cm) fiillen und mindestens 24 Stunden bei 235°C
konditionieren.

Arbeitsvorschrift
Fettextraktion

5—10 g der fein gemahlenen Probe (1 mm) in der Soxhletapparatur mit Pe-
troldther (R 1) 2—3 Stunden extrahieren. Das extrahierte Fett quantitativ bestim-
men. Bei der endgiiltigen Berechnung des Analysenergebnisses den ermittelten
Fettgehalt berticksichtigen.

Perameisensaureoxydation

500 mg des entfetteten Untersuchungsmaterials in einen 500-ml-Rundkolben
mit Schliff einwiegen, 100 ml kalte Perameisensiure (R 3) zugeben, den Kolben
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mit einem Glasstopfen verschliefen und gut umschiitteln. Parallel kann zur
Ueberpriifung der Wiederfindung in einem weiteren Kolben eine Probe mit Zulage
von Methionin und Lysin angesetzt werden. Hierzu die in der Einwaage etwa zu er-
wartenden Mengen an Lysin und Methionin in Form ihrer Eichlosungen (R 16)
pipettieren, am Rotationsverdampfer trocknen und, wie oben beschrieben, mit
Perameisensiure versetzen (R 3). Die Kolben bei etwa 4°C fiir 15 Stunden im
Kiihlschrank lagern. Nach der Oxydation die Perameisensiure am Vakuumrota-
tionsverdampfer bei ca. 25°C abdestillieren. Sobald noch etwa 1—2 ml im Kolben
sind, den Riickstand mit ca. 50 ml dest. Wasser versetzen und am Rotationsver-
dampfer bei ca. 40°C zur Trockene einengen.

Hydrolyse

Den Riickstand mit 350 ml 6 n-Salzsiure (R 2) versetzen, auf den Kolben
einen Kugelkiihler setzen durch den ein Gaseinleitungsrohr auf den Boden des
Kolbens fiihrt und 25 Stunden unter Stickstoffdurchfluff (1—2 Blasen je Sekunde)
leicht sieden lassen. Den noch heiflen Kolbeninhalt durch eine Glasfilternutsche
3 G 3 filtrieren. Kolben und Nutsche mit heiflem dest. Wasser nachwaschen. An-
schliefend das Filtrat bei 45°C Badtemperatur am Rotationsverdampfer auf ca.
1 ml einengen. Nach Beliiftung unter Stickstoff mit ca. 70 ml Aethanol (R 15)
versetzen und wie vorgehend beschrieben, zur Trockene eindampfen. Den Riick-
stand in genau 5 ml n/10 Salzsiure (R 9) aufnehmen. Falls die Losung triib ist,
durch Filtration klaren.

Kationenaustauscherreinigung

1. Vorbereitung der Sdule

Je Saule 2 g Dowex 50 WX 8 (R 4) abwiegen und in 3 n-Ammoniak (R 5) in
einem Becherglas aufschlimmen. Ueber eine Glasfilternutsche absaugen und
den Riickstand ebenso noch 2mal in 3 n-NH,OH aufschlimmen, anschlie-
fend in der Nutsche neutral waschen. Dann 3mal in 3 n-HCI (R 6) auf-
schlimmen, absaugen und neutral waschen. Den Ionenaustauscher quantitativ
mit dest. Wasser in ein Becherglas iiberfithren. Anschlieflend in eine Chromato-
graphiesaule, die unten mit Glaswolle verschlossen ist, eingieffen und das Was-
ser so weit ablaufen lassen, dafl die Fliissigkeit gerade iiber dem Ionenaustau-
scher steht. '

2. lonenaustauscherreinigung

2 ml des salzsauren Hydrolysats auf die Siule geben und mit einer Auslauf-
geschwindigkeit von 20—30 Tropfen/min einsickern lassen. Die Sdule 2mal
mit 2 ml n/10 HCI (R 9) und anschliefend 3mal mit 3 ml Wasser waschen.
Bis hierher alle Eluate verwerfen. Die Aminosiuren dann 4mal mit 3 ml
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3 n-NH.OH (R 5) eluieren und 3mal mit 3 ml Wasser nachwaschen. Dieses
Eluat in einem 100-ml-Rundkolben auffangen.

Das Eluat am Rotationsverdampfer bei ca. 30°C auf ca. 1 ml einengen, mit
15 ml Aethanol (R 15) versetzen und zur Trockene eindampfen. Unter Stick-

stoffatmosphire beliiften und den Riickstand in genau 1 ml 1 n-Salzsiure
(R 17) aufnehmen.

Silylierung

Bei Proteingehalten bis ca. 40% 0,5 ml, bei hoheren Gehalten 0,25 ml des
salzsauren Eluats in ein Reaktionsrohrchen pipettieren, mit etwa 0,5 ml Aethanol
(R 15) versetzen und am Rotationsverdampfer zur Trockene einengen. Dabei
darf das Gefdf} bis zum vollstindigen Entgasen der Losung nicht beheizt werden
(ca. 15 min), da sonst leicht Siedeverziige auftreten konnen. Anschlieflend das
Gefifl in ein Wasserbad von Zimmertemperatur bringen und langsam auf ca.
45°C aufheizen. Den Riickstand mit Stickstoff begasen, mit ca. 1 ml Aethanol
(R 15) versetzen und nochmals zur Trockene einengen. Zu jeder Probe 0,5 ml
Acetonitril (R 8) und 0,5 ml BSTFA (R 7) geben und nach Verschluff mit einem
Septum fiir 3 Stunden (£ 15 min) im Oelbad bei 135°C silylieren. Anschlieflend
1—5 pl dieser Losung in den Gaschromatographen einspritzen.

Auswertung

Die Auswertung erfolgt iiber eine Eichkurve. Hierzu werden z. B. je 0,2 ml
Aminosdureeichlosung (entsprechend je 1 mg Methioninsulfon und Lysin-HCI)
in ein Reaktionsrohrchen pipettiert und wie beschrieben eingedampft und
silyliert. Von dieser Eichlosung werden 1—5 pl in den Gaschromatographen
eingespritzt. Die Auswertung des Chromatogrammes kann i{iber die Peakhthen
oder mit einem elektronischen Integrator erfolgen. Ergeben sich fiir Lysin zwei
Peaks, die dann meist nicht vollstindig getrennt sind, so miissen die Hohen oder
Flachenwerte beider Peaks addiert werden. Dies muf} in gleicher Weise bei Probe
und Eichlosung geschehen.

Diskussion

Futtermittel haben unterschiedlich hohe Fettgehalte. Diese setzen die Benetz-
barkeit des Probenmaterials herab und bringen eine zusitzliche Verunreinigung
des Hydrolysates. Deshalb werden alle dtherloslichen Substanzen vor der Hydro-
lyse beseitigt. Bei der salzsauren Hydrolyse und der nachfolgenden Aufarbeitung
des Hydrolysats wird Methionin, selbst unter Stickstoffbegasung, teilweise zu
Methioninsulfoxid oxydiert (32). Letzteres ist zwar gaschromatographisch be-
stimmbar und zusammen mit dem nicht oxydierten Anteil konnte das Methionin
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nach Derivatisierung quantitativ bestimmt werden. Wir haben uns jedoch fiir die
von Heese (33) vorgeschlagene Methode der Perameisensiureoxydation entschie-
den. Das so einheitlich aus dem Methionin entstehende Methioninsulfon erscheint,
gut von den anderen Aminosiuren abgetrennt, im Chromatogramm als ein ein-
ziger Peak. Die {iiberschiissige Perameisensiure, die das Methioninsulfon evtl.
weiter oxydieren konnte, wird nach der Methode von Heese nicht, wie von
Weidener (34) vorgeschlagen, mit Natriumpyrosulfit, sondern mit Bromwasser-
stoff zerstort. Das dabei entstehende Brom, iiberschiissiger Bromwasserstoff und
Ameisensdure werden abdestilliert.

Wir konnten jedoch nachweisen, dafl die arbeitsaufwendige Behandlung mit
Bromwasserstoff entfallen kann. Das Methioninsulfon ist namlich stabil, wenn
die Perameisensdure, wie von Hiini (35) vorgeschlagen, bei niederer Temperatur
abdestilliert wird. Bei Untersuchung eines Schweinemastalleinfutters mit und
ohne Bromwasserstoffbehandlung und jeweils 3 Parallelen wurden folgende Mit-
telwerte festgestellt: Bei HBr-Behandlung fanden wir einen Lysingehalt von
1,1°% und einen Methioningehalt von 0,44%, ohne HBr-Behandlung lag der
Lysingehalt bei 1,1% und der Methioningehalt bei 0,50%b.

Die Hydrolyse fiihren wir nach der heute allgemein iiblichen Methode mit
6 n-Salzsiure fiir eine Dauer von 24 Stunden bei 110°C und unter Stickstoff-
begasung durch (36, 37, 38). Die seltener durchgefithrte Hydrolyse in Ampullen
(40, 41) wurde von uns nicht gepriift. Die von Gehbrke (39) fiir reine Proteine
vorgeschlagene Hydrolyse in verschlossenen Reaktionsgefaflen mit 6 n-HCI bei
145°C fiir 4 Stunden ergab selbst bei einer verminderten Einwaage von 15 mg
Futtermittel schlecht reproduzierbare Ergebnisse. Dies ist wahrscheinlich auf
Reaktion der Aminosiuren mit Zuckern nach Art der Maillard-Reaktion (42) und
auf eine bei derartig niedrigen Einwaagen sich zwangsliufig ergebende Inhomo-
genitit der Probe zuriickzufiihren. Ein Zusatz von Zinn-II-Chlorid (34) zeigte
ebenfalls keine Verbesserung gegeniiber der Begasung mit Stickstoff. Der Zu-
satz von Phenol (43), der Verluste durch Reaktion mit den vorhandenen Kohlen-
hydraten vermeiden soll, wurde nicht tiberpriift.

In der Literatur wird hiaufig tiber Verluste an frei vorliegenden Aminosduren
wiahrend der Hydrolyse berichtet (36). Dies konnte von uns nicht bestdtigt wer-
den. Bei Untersuchung von Maisproben, denen Lysin und Methionin in Form der
Hydrochloride zugesetzt wurde, traten keine Verluste auf (siehe Tabelle 1).

Bei der Analyse von reinen Proteinen, wie z. B. gereinigtem Sojaprotein, kon-
nen Aliquotteile des Hydrolysates ohne ionenaustauscherchromatographische Rei-
nigung direkt silyliert werden. Bei der Analyse von Mischfuttermitteln z. B. ist
jedoch das Gaschromatogramm sehr uniibersichtlich und schlecht auszuwerten.
Die bei diesen Futtermitteln notwendige lonenaustauscherchromatographie wurde
auf Verluste an den entsprechenden Aminosduren iiberpriift. Hierzu wurden zu
einem Tiermehl, dessen Gehalt an Methionin wir mit 0,47%0 bestimmten, steigende
Mengen, d.h. 2, 5 und 15 mg Methionin zugefiigt und das Hydrolysat tiber
einem Kationenaustauscher gereinigt. Die Wiederfindung bei diesen Versuchen
betrug 105%, 102%0 und 108%. Damit konnten wir nachweisen, dafl bei Einhal-
tung der in der Methodenvorschrift angegebenen Arbeitsbedingungen keine Ami-
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Tabelle 1. Wiederfindung von zugesetztem Methionin und Lysin

Lysin Methionin
Material . . 5 e . 5

ne efun- eco- ne efun- eco-

Zulage Zulage gdenn very § Zulage Zulage gden very

%o /o % 0/ "/ %% 0/0 /o

Mais 0,24 0,81 115 109 0,50 1,00 1,43 95
Tiermehl 2,50 1,00 3,40 97 0,98 1,00 2,08 105
Mischfutter 0,93 | 0,29 | 1,20 98 i . _ _
Eiweiflkonzentrat 3,72 0,75 4,60 103 1,65 0,28 1,95 100

nosiureverluste durch die Ionenaustauscherchromatographie auftreten. Eine zu-
sitzliche Reinigung iiber einen Anionenaustauscher war nicht notwendig, da die
Gaschromatogramme, selbst von Mischfuttermitteln, nach der Kationenaustau-
scherreinigung gut auswertbar waren (siche Abbildung 1 und Abbildung 2).

1
>
il
Q
2
Me
¢ ¢
Abb. 1. Gaschromatogramm einer Lysin- und Abb. 2. Gaschromatogramm eines Mischfutter-
Methionineichlésung. mittels
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Bei der Derivatisierung der Aminosduren ist darauf zu achten, dafl die in der
Methodenvorschrift angegebene Menge BSTFA zur Probe gegeben wird, damit
eine vollstandige Silylierung erreicht wird (44).

Zur Ueberpriifung der Richtigkeit des Verfahrens haben wir den Lysin- und
Methioningehalt von Lysozym, einem in seiner Aminosiurezusammensetzung ge-
nau bekannten Protein, untersucht. Nach der Literatur betrigt der Gehalt fiir
Lysin 6,1% und fiir Methionin 2,1%. In unseren Versuchen fanden wir ohne
Ionenaustauscherchromatographie fiir Lysin 6,13%0 und fiir Methionin 2,30%. Bei
Reinigung tiber einen Kationenaustauscher betrugen die Werte 5,9%0 bzw. 2,31%o.
Die Richtigkeit des Verfahrens kann somit als zufriedenstellend bezeichnet wer-
den. In einer weiteren Richtigkeitspriifung haben wir Mischungen aus Mais (M)
und Fischmehl (F), deren Gehalte wir vorher bestimmten, untersucht. Die ent-
sprechenden Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2. Untersuchung von Mais mit steigenden Fischmeblzusitzen

Lysin Methionin

Mais 0,24% 0,50%0
Fischmehl 5,0 % 0,96%0

gefunden Soll Recovery gefunden Soll Recovery
M:F=2:1 1,68% 1,83%0 91,8% | 0,69% 0,63%0 106,2%0
M:F = 131 2,84%/ 2,62%0 108,4%0 | 0,73%0 0,73% 100,0%
M:F=1:2 3,51% 3,41% 102,9% 0,82%0 0,81%0 101,2%,
M:F — 1:4 3,75% | 4,05% 92,6% | 0,90% | 0,87% | 103,4%

Wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, wurden zwischen 91,8 und 108,4% des
Fischmehl-Lysins wiedergefunden und zwischen 100,0 und 106,2% des Methio-
nins. Zur Ueberpriifung der Richtigkeit des Verfahrens haben wir in diesem Fall
die Aminosduren nicht in Form ihrer Hydrochloride zugelegt, sondern in Form
eines Fischmehlproteins, da wir der Meinung sind, dafl nur so Fehler, die bei der
Untersuchung von kohlehydratreichem Material auftreten konnen, besser auf-
gedeckt werden. Bezeichnet man mit X den Sollwert nach Mischung beider Kom-
ponenten und mit Y den gefundenen Wert, so errechnet sich fiir den Lysingehalt
bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,96 und einem Bestimmtheitsmafl von
92° eine Regressionsgleichung von Y = 0,16 + 0,93 X. Fiir den Methioningehalt
lautet diese Gleichung bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,97 und einem
Bestimmtheitsmafl von 94% Y = 0,05 + 0,94 X. Aus beiden Gleichungen ersieht
man, daff die aus den Einzelkomponenten errechneten Sollgehalte mit hinrei-
chender Genauigkeit wiedergefunden werden.
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Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit des Verfahrens untersuchten wir ein
Maisschrot. Fiir 7 Parallelen ergab sich fiir das Lysin ein Mittelwert von 0,24%o
und eine Standardabweichung von 0,017%. Damit betrigt der Variationskoeffi-
zient 7,25%. Fiir das Methionin errechnete sich bei einem Mittelwert von 0,47%
eine Standardabweichung von 0,046% und ein Variationskoeffizient von 9,85%.
Weiterhin untersuchten wir ein Mischfutter mit 10 Parallelen. Hierbei errech-
nete sich fiir das Lysin ein Mittelwert von 0,98%, eine Standardabweichung von
0,043% und ein Variationskoeffizient von 4,46%. Diese Ergebnisse decken sich
mit den von Heese (36) angegebenen Zahlen fiir das Verfahren der Ionenaustau-
scherchromatographie. Die Nachweisgrenzen lagen fiir Methioninsulfon und
Lysin bei 0,1 pg (31). Mit Hilfe der beschriebenen Methode konnen nun auch zwei
der wichtigsten essentiellen Aminosduren mit hinreichender Genauigkeit in Labors
bestimmt werden, die nicht {iber automatische Aminosiureanalysatoren verfiigen.

Zusammenfassung

Es wird eine Methode zur gaschromatographischen Bestimmung von Lysin und
Methionin in Futtermitteln beschrieben. Das Untersuchungsmaterial wird nach einer Pe-
trolatherextraktion und anschliefender Perameisensiureoxydation mit Salzsiure hydro-
lysiert. Das Hydrolysat wird mit Hilfe eines Kationenaustauschers gereinigt und mit
N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid in Acetonitril silyliert. Zur gaschromatogra-
phischen Trennung wird 3% OV 7 und 1,5% OV 22 auf Chromosorb G, h. p. verwen-
det. Die Auswertung erfolgt iiber Eichkurven. Genauigkeit und Richtigkeit des Ver-
fahrens werden an Hand von Beleganalysen diskutiert.

Résumé

Une méthode d’identification et de dosage par chromatographie en phase gazeuse de
la lysine et de la méthionine dans les fourrages est décrite. Le fourrage est hydrolysé
avec de l'acide chlorhydrique aprés une extraction a I’éther de pétrol et une oxydation
a lacide performique. L’hydrolysat est purifié a Paide d’un échangeur d’ions cationi-
que, puis silylé avec de la N,O-bis-(triméthylsilyl)-trifluoracétamide dans l’acétonitrile.
Pour la séparation par chromatographie en phase gazeuse, il est utilisé 3% de OV 7
et 1,5°0 de OV 22 sur chromosorb G, h. p. La teneur est déterminée par courbe d’étalonnage.
La précision et I’exactitude de la méthode sont discutées.

Summary

A method for gaschromatographic determination of lysine and methionine in feed-
stuffs is described. The material is hydrolysed with hydrochloric acid after extraction
with petrolether and oxidation by performic acid. The extract is cleaned by a cation-
exchangechromatography and silylated by N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamide.
3% OV 7 and 1,5°% OV 22 on Chromosorb G, h.p. is used for gaschromatographic

separation. The content is calculated by standard curves. Precision and accuracy of the
method are discussed.
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