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1. Gaschromatographie von Aminen

In einer I. Mitteilung (in: Chemie Mikrobiol. Technol.
d. Lebensm. im Druck) wurden die Methodiken der
Gewinnung und Anreicherung von fliichtigen Aroma-
stoffen in Bezug auf ihre Anwendbarkeit auf Fisch
behandelt. Die vorliegende Arbeit befallt sich speziell
mit der Gaschromatographie von Aminen, da diese
Stoffgruppe neben Carbonylen und Schwefelverbin-
dungen im Zusammenhang mit den flilichtigen Stoffen
_bei Fisch Interesse verdient. AuBerdem sei betont, daB
_die Bestimmung. von Trimethylamin sowie des Ge-
samtbasenstickstoffs (TVB) seit langem zum festen Be-
staridteil der im Fischereilaboratorium durchgefithrien
Routineanalysen gehdrt, Analysen, die im Zusammen-
hang einer Qualitidtsbeurteilung des Fisches durchge-
tihrt werden.. Auch vom Standpunkt einer Routine-
analyse im Fischereilaboratorium liegt eine gaschro-
matographische  Bestimmung von Aminen im Zuge
einer Weiterentwicklung der analytischen Moglich-
keiten.

Zur Gaschromatographie von ‘Aminen liegen zshlreiche
Verdtfentlichungen “vor, deren wichtigste hier kurz er-
wihnt werden sollen.

Bereits James und Martin 1) habeéen sich 1950 mit der Tren-
nung' 'von ‘Aminen befaBt. Die durch die hohe Polaritit
der Amine bedingten Schwierigkeiten fraten sehr bald zu
Tage und filhrten zu zahlreichen Untersuchungen, die
durch die Suche nach einer: geeigneten stationiren Phase
gekennzeichnet 'waren, Diese Entwicklung ist bis heute
noch nicht zum: Abschlull gekommen.

Amell und Mitarb.?) trennten  Methylamin, Dimethyl-
amin - und Didthylamin an O-Tolluidin - als stationirer
Phase, Letzteres dampft jedoch sehr leichi vom Triger-
material ab und ist daher wenig geeignet.

Sze und Mitarb. ?) weisen auf die Bedeutung der Inaktivie~
rung des Trigermaterials besonders hin und trennen ali-
phatische: Amine auf Tetrahydroxylithylendiamin (THED)
und Tetradthylpentamin (TEP).

Van Heuvel und. Mitarb: 49 befassen sich mit der Gaschro-
matographie vonzAminen im Hinblick auf biologisch wich-~
tige Amine und weisen auf die Mé&glichkeit der Gaschro-
matographie von Aminderivaten anstelle der freien  Amine
hin. SE 30 und F 60 dienen als stationire Phasen.

O’Donnell” und Mitarb. 5) betonen die hohe Oberflichen-
aktivitit der Triagermaterialien auf Basis von Diatomen-
erden und empfehlen Chromosorb P. Die stationfiren Pha-
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II. Mitteilung

Von H. Trommsdorff

gen Carbowax 20 M und Carbowax 400 werden mit Dofax
9N9 verglichen, wobel letztere stationfire Phase wegen
besserer Trennung und hdéherer Temperaturbestindigkeit
(225° C) der Vorzug gegeben wird. Golovnya und Mitarb. 8
chromatographieren. an verschiedenen stationiren: Phasen
und identifizieren aliphatische Amine durch die entspre-
chenden Differenzen der Kowvats Indices. Heins und Mit-
arb. 7y chromatographieren wegen der grollen Anzahl moig-
licher Isomere die Derivate von Pyridinbasen an- einer
Kapillarsdule = mit. N,N-bis~-Hydroxyathyltrimethylamin,
Hintsch 8) irennt aliphatische Amine € 1 bis C. 5. an 2

stationdren Phasen, nimlich Hexafthylenglycol-dimethyl-

dther und Trifithanolamin sowie dem  Silicondl DC T703:
Smith' und  Mitarb. %) empfehlen zur Vermeidung: des
Tailing die Verwendung von Runstharzpolymeren wie
Porapack @ als Triagermaterial und verwenden zur Gas-
chromatographie aliphatische - Amine als stationire Pha-
sen, Polydthylenimin sowie: Tetradthylenpenthamin. Nach
den Ergebnissen der Verfasser werden homologe Reihen
am’ zweckmiBigsten: mit stationdren  Phasen  geringerer
Polaritat  (Apiezon 'L,  Silicondl) :getrennt, wihrend: bei
Vorliegen . von. Aminmischungen sehr. dhnlicher - Siede~
punkte der Komponenten eine gewisse Polaritit der statio-
niren Phase wie Polyithylenglycol vorteilhaft ist. Um-
breit 1y befaBt sich mit  der: Gaschromatographie von
Aminen direkt aus wiBrigen  Ldsungen. Auf einer Vor-
sdule im Einspritzblock “werden aus den- Amin-HCI-Sal-
zen mit KOH auf Chromosorb 101 die Amine in Freiheit
gesetzt und auf Amin 220 aufgetrennt.

Die Problematik der Chromatographie  freier. Amine
(starke Polariatit, hohe Affinitdt zur stationfiren Phase.
Tailing, hohe Fliichtigkeit der 'niederen ' Amine): hat zu
Bestrebungen - gefiihrt, nicht die  freien  Amine sondern
deren Substitutionsprodukt an der Aminogruppe zu chro=
matographieren. In diesem Zusammenhang wurden ver-
schiedentlich die Bildung Schiff’scher Basen aus priméiren
Aminen und Ketonen herangezogen. Walle 1%y empfiehltim
Hinblick -auf eine  gaschromatographische Trennung. 2,5~
Hexandion als Reagenz, da der Aminostickstoff nunmehr
Bestandteil eines aromatischen Pyrolringes ist und keine
wesentlichien ' basischen - Eigenschaften: mehr aufweist
Moffat und Mitarb.1%) ziehen diese Reaktion zur Deri-
vatizierung von Phenylaminen in Blut und Urin: heran
unter besonderer Berlicksichtigung einer Indikation mit
dem ECD (niedere Erfassungsgrenze, selektive Indikation):
Die hochste Empfindlichkeit zeigen Derivate mit Pentha-
fluorbenzol.

Day und Mitarb. 1) verwenden die DNP-Derivate priméarer
und sekundirer Amine (C. 1 bis C 4) zur Gaschromato-
graphie. - Als stationiire  Phase  dient: DEGS  (Didthylen~
glveolsuceinat) als Detektor der ECD. Die gleiche Reaktion
verwendet. auch  Walle %) unter Beachtung quantitativer
analytischer Aspekte. Als stationire Phase diente ein Ge=~

201



misch aus SE 30 und Neopenthylglycolsuccinat (NPGS).
Am haufigsten wird ‘'die Perfluoracetylierung der Amino~
gruppe bearbeitet, wobeil Trifluoressigsdureanhydrid oder
neuerdings Heptafluorbuttersdureanhydrid = als - Reagenz
verwendet werden.

Dowe 18 chromatographiert industriell wichtige aromatische
Amine als Trifluoracetylamine an Apiezon J und Carbo-
wax 20 M.

Irvin Y% trennt primire und sekundére aliphatische Amine
sowie Pyridinderivate aus Tabak ebenfalls als Trifluor~
acetylderivate. Polyphenylathylither, Apiezon L und DEGS
dieren als stationdre Phasen. Zeman *8) trennt aliphatische
Trifluoracetylamine  an einer DEGA-Kapillarsiule und
wertet liber & Massenspektroskopie aus.  Hualmekoski )
trennt pharmazeutisch interessante Acetylamine an Sili-
condl DC 560 T und EGSS-Z. Phenidthylamine werden von
Martin und Mitarb. 2% als Perfluorbenzolderivate an SE 30
chromatographiert und mit einem ECD indiziert. Ehrs~
son 2ty stellt Diperfluor-reaktionsprodukte primérer Amine
her-und ¢hromatographiert mit OV 1 und QF 1 und einem
EC-Detektor. Wegen der hohen Flichtigkeit der Derivate
wird diese Methode fiir die Gaschromatographie hoherer
Armine empfohlen.

Auch die Silylierung wird zur Derivatisierung der Amino~
gruppe herangezogen, So trennen Hornig und Mitarb, #%)
Amine der Katechin-Reihe und dhnliche biogene, biclogisch
wichtige "‘Amine als Trimethylsilylderivate an OV 1 und
OV 17, Metecalfe und . Mitarb. ) wenden die Silylierung
auf technisch:wichtige langkettige Amine (C 11 bis C 15)
an und verwenden als stationfire Phase ein modifiziertes
Siliconol SF 96,

Uber die Gaschromatographie von Aminen bei Fisch als
Untersuchungsmaterial liegen einige Arbeiten vor; so be-
faBte sich bereits 1958 Hughes?) mit der Gaschromato-
graphie 'von Aminen aus Hering und verwendete den
Titrationsdetektor nach James und Martin. Die Trennung
erfolgte "an Hexadecanol-Octadecan. Sato und Mitarb. #)
trennten niedere ‘aliphatische Amine aus verdorbenem
Fisch an Tridthanolamin als stationfire Phase, beklagen
jedoch das starke Tailing der Peaks.

Nonaka-2%) bearbeitet Trimethylamin aus Fischmehlextrakt
mit. Athylalkohol, ‘Wick 27 beschiiftigt sich  ebenfalls mit
niederen -aliphatischen Aminen aus Fisch und verwendet
CHEED als stationdre Phase.

" Nach Beginn unserer eigenen -Arbeiten wurden noch die
Arbeiten wvon Key und Hardy ?8) bekannt, welche Dofax
9N9. verwendeten, sowie die .von Gruger #), der Penwalt
223 und -ROH als stationdre Phase verwendet, auflerdem
die Arbeit von Miller®%) mit TEP als stationdrer Phase:

2. . Material und Methoden’

Die verwendeten Testsubstanzen wurden {iber den
iiblichen: Chemikalienhandel beschafft (Merck, Serva).
Es kamen entweder die freien Amine oder deren HCI-
Salze zum Einsatz. Fir die freien Amine wurde Hep-
tan cals LoOsungsmittel gewidhlt. Die Amine wurden
aus ihren Salzen nach Uberschichtung mit Heptan mit
NaOH in Freiheit gesetzt.

Fir die Untersuchungen des TVB-Komplexes wurden
die ‘Losungen verwendet, welche bei der Routine-
Analyse des TVB-Komplexes nach Beendigung der
Titration anfallen und die Amine wiederum als Salze
enthalten. "Diese "Lisungen werden zur Trockne ab-
rotiert und mit NaOH (s. 0.} zerlegt.

Zur Untersuchung gelangende Fische stammten aus
dem Labor fiir allgemeine Routine-Analyse des In-
stitutes.

Methoden

Alle Gaschromatogramme wurden mit dem Gerat L. 400
der Fa. Siemens durchgefiihrt. Als S&ulen dienten aus-
schlieBlich Glas~-Sdulen, -Imallgemeinen -diente ein FID
als “Detektor; in: einigen -Fillen auch ein’ Ha-ECD. Als
Tragergas wurde Stickstoff verwendet, als Schreiber der
Kompensograph von Siemens.

Die gaschromatographischen Bedingungen werden jeweils
bei den einzelnen Beispielen angegeben.

1202

-chromatographiert.

Die Trifluoracetylierung wird mit Trifluoressigsiuren
hydrid wie folgt durchgefihrt:

0,1 bis 0,2 ml Amin werden mit 0,2 bis 0,3 ‘ml eines

Kohlenwasserstoffs, z. ‘B. n-Heptan in :einem kleiney
Reagensgléschen gelést, Nach ‘Zugabe von 0,2 ml TFEA
(Trifluoressigsdureanhydrid) wird das Reaktionsgefisd go.
fort mit einer Gummikappe verschlossen und durch leich.
tes Schiitteln durchgemischt. - ~
Auch Aminsalze kbdnnen trifluoracetyliert werden. In die.
sem Falle wird wie folgt verfahren: Ca. 40 bis 50 mg
Aminsalz werden mit 0,6 ml eines Esters als Lisungsmitte]
(hier Octansiure-methylester) iberschichtet. -Durch Zy.
gabe von 0,4 ml 6 n KOH werden die Amine in Freiheit
gesetzt. Nach Durchmischen und erfolgter Phasentrennung
wird die untere Schicht (KOH) abgetrennt und die Ester.
schicht mit 0,5 ml TFEM (Trifluoressigsiuremethylester)
oder 0.2 ml TFEA versetzt, ‘

Diese Liésung wird direkt zur GC verwendet.

3, Versuche )
3.1. Versuche zur Methodik

Unsere eigenen Untersuchungen sollen in methodischer
Hingicht die fiir die Anwendung auf Fischmaterial
giinstigsten gaschromatographischen Bedingungen er-
mitteln. ‘Auch hier kommt wieder der Auswahl einer
geeigneten stationdren Phase erhebliche Bedeutung
zu. Es wurden beide Moglichkeiten — Gaschromato-
graphie der freien Amine und Gaschromatographie von
Aminderivaten — herangezogen.

3.1.1. Gaschromatographie von freien Aminen

3.1.1.1. Apiezon G als stationdre Phase,

Es werden in Toluol-Losung chromatographierte Peaks
erhalten, welche kein Tailing aufweisen. Bei aliphatischen
Aminen C 1 bis C 4 liegen die Retentionszeiten -jedoch
sehr niedrig (0,5 bis 2 min), obwohl die -Siulentemperatur
nur. 60° C isotherm betrug und der Gasmengenstrom mit
25 ml/min Stickstoff ebenfalls einen niedrigen Wert dar-
stellt (Abb. 1). Die Amine werden aus Toluol-Lésungen
Willrige © Losungen - der salzsauren
Salze kOnnen auf einer Vorsiule (KOH auf Chromosorb)
zerlegt werden. Dieses Vorsiulenmaterial: befand sich im
Eingangsteil der Trennsdule. Nachteilig ist die relativ
schinelle Erschépfung des Vorsiulenmaterials.

3.1.1.2. ‘Auch mit Hexadecanol als stationfire Phase liegen
die Retentionszeiten der leichtfliichtigen Amine noch sehr
niedrig {(ca. -3 mip), was den Ergebnissen von Nonaka?y

GC freler Amine auf Apiezon G

—

S|

tem=1min
Abb. 1.
20 % Apiezon C 1,5 m 60° isotherm
25 ml Ny/min |
4y 1,3 min n-Propylamin
5) 1,8 min n-Butylamin

1) 0,5 min iso-Butylamin
2) 0,7 min Butyl-2-Amin

0,7 min tert. Butylamin
3) 1,1 min Diithylamin
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nispricht. Die Peaks zeigen nur- geringes Tailing, Hexa~
ecanol kann jedoch nur bis 50° C Sidulentemperatur ver-
wendet werden und wurde daher nicht weiter herange-
zogen,
 31.1.3. Besonders eingehend wurde Amin 220 als stationire
Phase beachtet, da diese nach*Angaben des Herstellers be~
sonders auf die Gaschromatographie von Aminen zuge-
schnitten ist, Die Peaks weisen noch ein gewisses Tailing
_auf, was bei Aminen mit hoher C-Zahl etwas stirker.in
_frscheinung tritt; auch scheint das Alter der Sdule bei dem
Grad des Tailing eine Rolle zu spielen. Nachteilig ist die
Hiufung von Peaks im Gebiet der Retentionszeiten bis
3 min; in diesem Retentionsgebiet liegen bereits 8 Amine
der 12 Amine der ersten vier Glieder in den homologen
Reihen primirer, sekundirer und tertidrer Amine, (Siehe
Abb. 2, Spalte 1. Diese Abbildung gibt einen Vergleich
verschiedener Trennmaterialien.) Es diirfte bei Chromato~
graphie einer Mischung stets nur eine feilweise Trennung
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Abb, 2.
P = primire Amine v = werzwelgte Amine
s = sekundire Amine d = Diamine
t = tertifire Amine -

erreicht werden; auch liegen die Retentionszeiten von
. Methylamin und Dimethylamin noch unter 1 min, Die
Gefahr,” diese Amine nicht gquantitativ zu erfassen, ist
grofl. Besonders unglinstig verh#lt sich Amin 220 bei se-
kundiren Aminen. Die Retentionsindices von Dimethyl-
amin, Didthylamin und Dipropylamin liegen sehr eng
zwischen 720 und 800. Dieser: Sachverhalt wird auch durch
Abbildung 3 dargestellt. Bei allen 3 Gruppen von unver-
zweigten Aminen (primér; sekundir, tertifir) besteht eine
lineare ' Abhéingigkeit zwischen Logarithmus der Reten-
_ ticnszeit und Retentionsindex bis zu einer Retentionszeit
von 10 min, Bei hoéheren Retentionszeifen flacht diese
Kurve etwas ab. Diese Tendenz entspricht dem Verhalten
der Kohlenwasserstoffe selbst (auf welche die RI-Werte
bezogen sind), bei: denen: ebenfalls bei RI-Werten iiber
1000 eine gewisse Abflachung der Kurve eintritt (Abb. 4).

_ 3.1.1.4 “Ahnliche Untersuchungen wurden mit einer Reihe

anderer -stationdrer Phasen durchgefiihrt, um  gréBere
Unterschiede in den Retentionszeiten der einzelnen Amine
Zu erhalten. In Abbildung 2, Spalte 2 sind z. B. bei Carbo-
wax 1000 auch Amine mit verzweigter Kohlenstoffkette
(1) sowie Diamine (8) behandelt. Gegeniiber Amin 220 wird
_ &in deutliches  Ansteigen der Retentionszeiten becbachtet,
_ Was sich besonders deutlich: bei den sekundéren Aminen

zeigt: Die geringstie Retentionszeit betrdgt jetzt I min fir
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Methylamin; nur noch Trimethylamin hat mit 1,4 min
eine dhnliche -Retentionszeit. Dieses unterschiedliche Ver:
halter: driickt sich auch in den Rohrschneider-XKonstanten
s von Amin 220 (2,14) und Carbowax 1000 (8,85) aus;
(letztere Konstante wurde experimentell bestimmt).

3.1.1.5. Entsprechend den Empfehlungen. von -Keay und
Mitarb. ) wurde eine Reihe von: Versuchen mit Dofax
ONG durchgefiihrt. Bei einer Belegung mif 2,5 ¥ stationirer
Phase und einer S3ulenlinge von 3 m konnte z. B. eine
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Trennung von Dimethylamin und Trimethylamin erreicht
werden. Da die Herstellung dieser stationiren Phase aus
uns nicht bekannten Griinden eingestellt ‘wurde, war es
nicht moglich, diesen Weg weiter zu verfolgen. :

3.1.1.6. Ungunstig verliefen auch die Versuche mit Di-
athylenglycolsuccinat  (DEGS).. Die Retentionsindices in
den homologen Reihen dndern sich mit steigender Kohlen-
stoff-Zahl nur wenig.

3.1.1.7. 'Wegen  ihrer geringen Polaritit wurden einige
Silicontle herangezogen. Bei den Siliconslen OV 1 und
OV 17 wird noch merkliches Tailing festgestellt. Bei OV 1
ist eine Linearitit zwischen Logarithmus der Retentions-
zeit und Kohlenstoff-Zahl vorhanden.

Recht brauchbare Ergebnisse wurden zunichst mit Silicon-
61 - DC 550 erzielt; die Peaks wiesen kein Tailing auf und
die Retentionsindexwerte zeigten innerhalb der homo-
logen Reihen der primdiren und sekundiren Amine eine
lineare Abhingigkeit der Retentionsindices von der Koh-
lenstoff-Zahl. In der Reihe der tertidren Amine weicht
Tributylamin von der Linearitdt ab (Abb. 5). Leider zeigte

C-Zahl

c GG frefer Amine auf DC 550
%

secdnd'dre A.
/primiﬁre A.

] T T T T T
200 400 600 .800 1000 1200Ri
Abb. 5.

sich, daf die Saule bereits bei Temperaturen tber 130° C
merklich SiOg abgibt, was zu sehr unliebsamen Stdrungen
am Detektor (FID) fiihrte.

3.1.1.8. Besondere Beachtung fand das inzwischen im Han-
del erschienene Chromosorb 103, welches als festes Ad-
sorbens keine fliichtigen stationZren Phasen ben&tigt und
1t.-Angaben des Herstellers besonders flir die Trennung
von -Amingemischen geeignet sein soll. In Abbildung 2,
Spalte 3 sind die Retentionszeiten der priméren, sekun-

-~ diren und tertifren Amine sowie der Diamine eingetragen.
Die priméren Amnie haben {,~-Werte bereits unter 1 min
(hier wird mit Carbowax 1000 eine bessere Spreizung der
.Retentionswerte erzielt). Bei sekundiren Aminen ist die
Trennung von Dimethylamin und Diithylamin fraglich,
wahrend bei tertidiren Aminen und Diaminen eine Tren-
nung zu erwarten ist.

3.1.1.9, Ebenfalls speziell fiir Aminftrennungen wird vom
Applied Science Laboratories die stationire Phase Pen-
walt 223 vorgeschlagen, Sie soll die Phase Dofax N9 er-
setzen. Eine zunichst verwendete S3ule mit 1,5 m Linge
erwies sich als zu kurz. Methylamin und Athylamin wur-~
dern z. B, nicht getrennt. Bei Verwendung einer 3-m-Siule
und einem Temperaturprogramm von 75 bis 200° C mit
einer Steigerungsrate von 5° C/min sowie 45 ml/min Stick-
stoff als Trigergas werden innerhalb der homologen Rei~
hen die betreffenden Trennungen erreicht, Abbildung 8
zeigt die lineare Abhidngigkeit der Retentionsindices von
der C-Zahl fiir die homologen Reihen mit unverzweigten
C-Ketten. Bei unbekannten Gemischen ergeben sich jedoch
in einigen Fillen gleiche oder sehr dhnliche Retentions-
zeiten, ‘so Dbei Dimethylamin und Trimethylamin oder
Athylamin, Isopropylamin, Butyl-2-Amin und Butylamin
tertidr. Diese Peaks weisen jedoch kein Tailing auf und
sind flir eine guantitative Auswertung sehr gut geeignet.

3.1.2, Gaschromatographie von  Trifluoracetylaminen

Bereits in der Einleitung wurde auf Bestrebungen hinge-~
wiesen, die bei der Gaschromatographie freier Amine auf-
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tretenden Schwierigkeiten durch Gaschromatographie ent.
sprechender Aminderivate zu umgehen. Wir haben
in unseren Versuchen hierfiir die Trifluoracetylderivate
herangezogen und auch hier zunichst die Frage nach einer
geeigneten stationfiren Phase gestellt.

3.1.2.1, Apiezon G -
Einige Testversuche mit n-Butylamin ergaben eine sehr
niedrige Retentionszeit von 1,2 min, Da eine Abtrennung
von den vorausgehenden Aminen der homologen Reihe der
normalen primiren Amine nicht zu erwarten war, wurden
keine weiteren Versuche mit Apiezon G durchgefiihrt. ‘
Die Verringerung der Polaritdt durch die Trifluoracetyl-
gruppe hat sich bei dieser unpolaren stationiiren Phase
auf die Refentionszeit nicht wesentlich ausgewirkt,

3.1.2.2. Hexadecanol

Mit dieser stationiren Phase liegen die Retentionszeiten
der Trifluoracetylamine deutlich héher als bei den freien
Aminen (Trifluoracetylmethylamin = 8 min). Dabei mufite
jedoch ein Temperafurprogramm verwendet werden, wel-
ches die fir Hexadecanol zuldssige Siulentemperatur von
50° C wesentlich iibersteigt.

3.1.2.3. Silicondle

3.1.2.3.1. OV 1 (Methylsiliconsl) ) .
Im Abschnitt iiber die freien Amine wurde bereits auf
eine Linearitét zwischen Retentionszeit und Kohlenstoff
Zahl hingewiesen. Mit Didthylamin als Beispiel wurde flir
das Trifluoracetyldidthylamin eine Retentionszeit von 1,3
min erhalten gegeniiber 2,0 min fur das freie Amin, Die
Peaks weisen noch ein gewisses Tailing auf, dhnlich wie
bei Siliconsl DC 550,

3.1.2.3.1. Silicondl DC 550 (Methylphenylsilicondl)

Die mit dieser stationfiren Phase erhaltenen Peakforme
sind sehr gut. Die Null-Linie bleibt im wesentlichen kon
stant. Die drei ersten Glieder der homologen Reihe er
geben eine lineare Abhingigkeit der Retentionsindices von
der Kohlenstoff-Zahl. Auf die Temperaturempfindlichkei
dieser stationdren Phase wurde bereits hingewiesen, wa
einen praktischen Einsatz verhindert.

3.1.2.3.3. DC 560 :

Ganz dhnlich verhilt sich Silicondl DC 560 (Chlorphenyl
methylsilicondl), ‘Die Peaks weisen nur geringes Tailing
auf. Innerhalb der homologen Reihe besteht lineare AD
hiangigkeit der Retentionszeit von der Kohlenstoff-Zah
(ty zwischen 0,5 und 20 min).

3.1.2.4. Amin 220

‘Wie bei den freien Aminen wurde auch fiir die Gaschro-
matographie der Trifluoracetylamine Amin 220 eingehend
bearbeitet. Eine Auftrennung der Trifluoracetylderivate
einiger aliphatischer Amine bis C 4 zeigt Abbildung 7.
Die Retentionszeiten liegen zwischen 6 und 25 min, ledig-
lich Trifluoracetylithylamin und Trifluoracetyl-sekunda-
res. Butylamin 5 fallen zusammen und sind von. Trifluor-
acetylmethylamin % nicht vollstindig getrennt.

Wegen der groBen Bedeutung der Auftrennung der dre
Amine Methylamin, Dimethylamin und Trimethylamin fir
die Anwendung auf Fischprobleme wurden die weilered
Untersuchungen an Mischungen dieser 3 Komponenten
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GC von TFA-Aminen
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Abb. 7.

13 8,5 min Trifluoracetyl-Dimethylamin
_ 9) 18,4 min Trifluoracetyl-Didthylamin -
33 13,8 min Trifluoracetyl-Butylamin{tertifir} (HgC)g + C—NH,

18,0 min Triflucracetyl-Methylamin
18,7 min Trifluoracetyl-Athylamin/TFA-s~Butylamin |
71,7 min Trifluoracetyl-Propylamin
22,4 min Triflucracetyl-i-Butylamin
24,8 min Trifluoracetyl-Butylamin
10 %0 Amin 220, 3 m, 50—150°
4,2°/min, Ng 60 ml/min

durchgeflihrt. Die wesentlich langsamere Desorption des
Trifluoracetylmethylamins 4)° gegeniiber dem Trifluor-
acetylierung des sekundiren Dimethylamins wird das noch
. am Stickstoffatom gebundene Wasserstoffatom substituiert,
wahrend beim Trifluoracetylmethylamin noch ein weiteres
H-Atom vorhanden ist und eine stirkere Bindung an das
 Sdulenmaterial bewirkt.

Zur Verbesserung der. Trennbedingungen des gesamten
_ Amin-Komplexes wurde der Gasmengenstrom, der Tem-~
peraturbeginn und das Temperaturprogramm von 2,5°/min
_ varilert, Bei einer Starttemperatur von 20° C min isotherm
_und einem Temperaturprogramm von 2,5°/min bis 160° C
sowie einem Gasmengenstrom (Stickstoff) von 20 ml/min
steigen allerdings die Retentionszeiten fiir Trifluoracetyl-
dimethylamin auf 18,5 bis 28 min und fir Trifluoracetyl-
methylamin auf 52 min an (Abb; 8). SchlieBlich wurden
folgende Bedingungen gewdhlt: 10 min isotherm bei 50° C,
Ternperaturprogramm bis 100° C mit einer Steigerungs-
_rate von 2,5%min, Gasmengenstrom 33 ml/min Stickstoff.
Fiir die drei Amine ergeben sich folgende Retentionszeiten:

GC von TFA-Methylaminen

i

Abb. 8.

10 %% Amin 220, 3 m
20° 10 min, isotherr 20—166°
2,5°/min

1 18 min TMA
2) 185 min TFA-DMA
) 52,0 min TFAMA
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Trimethylamin® 0,9 ‘min, ~“Trifluoracetyldimethylamin 8,2
min; Trifluoracetylmethylamin 26,3 min (Abb. 9)

3.1.2.5, Carbowax 1000

Das Retentionsverhalten der Trifluoracetylamine #hnelt
demjenigen bei Amin 220, Die Peaks weisen nur geringes
Tailing auf. Bei einigen primiren Aminen wie n-Butyl-
amin und Isobutylamin ist Keine Trennung zu erwarten,
da die Retentionszeiten zwischen 21,3 und 22,1 min liegen.

3.1.2.6. Chromosorb 103

Auch flr die Trennung der Trifluoracetylamine wurde
dieses Trennmaterial ‘' eingesetzt. Gegeniiber den. freien
Aminen tritt auch hier im Falle der Trifluoracetylamine
eine bemerkenswerte Spreizung der Retentionszeiten auf.
Fiir die Trennung der drei Methylamine (TMA, DMA, MA)
ergeben sich folgende Retentionswerte:

TMA 0,5 min, Trifluoracetyl~-DMA 24 min, Trifluoracetyl-

‘methyl-amin 6,9 min, wenn bei 200° C isotherm und mit

35 ml/min Stickstoff chromatographiert wird. In Abbildung
GC von TFA -Methylaminen

WL

101cm=1'ab 10 1cm=5"
Abb. 8.

1) 0,9 min Trimethylamin 10 % Amin 220, 3 m
2y 8,2 min Trifluoracetyl-Dimethylamin 16 min’ isotherm: 50°
3} 26,3 min Trifluoracetyl-Methylamin 501007, 2,5°/min

Ny. 33 ml/min

GC von TFA~Aminen

tin’ TFA~p~ TFA"‘S'"
Jo Amine Aming
14
e B A
12 -
e DPA
10
g ~—PA
M A
6 .
s A
e DAA
4 s
e DMA
2
Abb, 10.
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10-ist das  Retentionsverhalten der TFA-Derivate der pri-
méren und sekundiren Amine an Chromosorb. 103 darge-
stellt; Gegeniliber Amin 220 (s. Abb. 9) wird eine bedeuten-
de Senkung der Retentionszeiten erreicht (TFA-MA von
26,3 min-auf 6,9 min).

Die Trifluoracetylierungsreaktion verliuft bei Diaminen
ab C 4 deutlich langsamer. Die Ausbeuten sind nicht aus-
reichend. Es werden stefs grofiere Anteile der nicht um-
gesetzten freien Diamine erhalten. An Chromosorb 103 er~
geben -sich ‘bei 200° isotherm und 35 ml/min. Ng fiir die
freien Diamine folgende Retentionszeiten: Athylendiamin
3,6+ min, Trimethylen-diamin.. 6,3 min, Tetramethylen-
diamin . .(Putrescin) 7,4 min und Pentamethylen-diamin
11,7 min.

3.2. Anwendung auf Versuchsmaterial aus Fisch

Neben diesen methodischen Versuchen wurde eine
Reihe von Untersuchungen an aus Fisch stammendem
Material ‘durchgefiihrt. Im Vordergrund stand dabei
die Auftrennung des Komplexes des Gesamt-Basen-
stickstoffs TVB (total volatile bases). Der TVB-Wert
ist eine #uBerst wichtige Kennzahl zur Qualititsbe-
urteilung von Fisch, deren Ermittlung im Fischerei-
laboratorium stindig durchgefihrt wird. Diese Kenn-
zahl beschreibt die Stoffgruppe der Amine jedoch nur
suramarisch, dhnlich den in der Fettchemie gebriuch-
- lichen Kennzahlen. Eine stoffliche Differenzierung des
TVB-Komplexes diirfte einerseits die analytische
Qualitdtsbeurteilung  des Fisches wesentlich erwei~
tern und andererseits Ansatzpunkte dafiir bieten, un-
sere Kenntnisse liber die stofflichen Veridnderungen
bei Lagerung und Verderb von Fisch zu vertiefen.

Unabhingig vom TVB-Komplex wurden einige Ver-
suche mit Trichloressigsiure-Extrakt von Fisch durch-
gefiihrt.

3.2.1. Versuch zum TVB-Komplex

Als Versuchsmaterial diente Ostseedorsch. Es wurde
ein 3wochiger Eislagerversuch durchgefiihrt und in
Abstinden einiger Tage jeweils Proben analysiert. Die
gaschromatographische Trennung erfolgte an Amin
220 und mit einem FID als Detektor.

Von den Aminsalzen wurden. jeweils ca. -2 mg-in ein
Gléschen -eingewogen, mit 0,5 ml.n-Heptan {iberschichtet,
mit 2 Mikroliter KOH 50 %6 versetzt und das Glischen so-
fort mit einer Gummikappe, welche eine Probenentnahme
vermittels ' einer Dosierspritze ' gestattet, = verschlossen.
Durch Umschiitteln werden die Amine in Freiheit gesetzt
und im Heptan gelbst, Von der Heptanlésung werden in
der Regel ‘1 Mikroliter dosiert. Bei gelegentlichen Dosie~
rungen der ilberstehenden Gasschicht betrug die Dosier-
menge 2 ml. In dieser Serie wurden 21 Proben als Doppel-
proben untersucht.

Bei einer Starttemperatur des Gaschromatographen von
20° C-ergaben sich 12 Peaks mit einer maximalen Reten-
tionszeit. von 867 min. Durch Startbeginn bei 50° C und
Steigerung des Gasmengenstroms von 20 auf 33 ml/min
konnte die maximale Retfentionszeit auf 58-—59 min ge~
senkt werden,

Eine Auswertung erfolgte zunéichst nur-qualitativ; um
einen Uberblick iiber die Natur der zu ewartenden
Amine zu erhalten. Zur Identifizierung dienten Re-
tentionsindices, bezogen auf eine entsprechende Eich-
kurve mit Kohlenwasserstoffen C 5 bis C 12 (siehe
Abb. 3). Da innerhalb der Versuchsdauer dieser grofien
-Serie eine neue Siule (B) in Betrieb genommen wer-
den mulite, ergab sich eine geringe Abweichung der
RI-Kurve gegeniiber Abbildung 3. Die Ermittlung der
RI-Werte erfolgte unter Verwendung der fiir Sdule B
giltigen Kurve.

Als Testsubstanzen fiir die Auswerfung dienten die 12
Amine der ‘Methyl- bis Butyl-Reihe, je als primére
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(p), 'sekundére (s) und tertifire (t) Amine. Mit Aus
nahme von Butylamin {(BA) und Tripropylamin (TPAy
konnten die lbrigen 10 Amine der Testsubstanzen in
den: Proben nachgewiesen werden. Hinzu kommen
noch die 3 noch nicht identifizierten Substanzen x; his
xg mit Retentionswerten unter Tributylamin (TBA)
deren Identifizierung nur eine Frage der entsprechen.
den Testsubstanzen ist. In allen Proben werden noch
3 bis 4 Peaks mit RI-Werten zwischen 1300 und 180¢
gefunden. Eine Identifizierung der noch unbekannien
Peaks soll im Zuge der Fortsetzung dieser Arbeif er.
folgen.

In Abbildung 11 werden die Mittelwerte der RI-Indices
der primiren, sekundidren und tertifiren Amine zu.

Ri  IHaufigkeit]
Ri~| Bereich | Anzahl
565 -585 14

660695
740~ 755

705-715
735- 760
720-785
785-815

585-645
650~ 670

12601340

Amine als TVB -Komplexe
Abb. 11 '

sammengestellt. Ferner ist die Hiufigkeit des Vorkom
mens der einzelnen Amine in den 42 Proben ange
geben. Hieraus ist ersichtlich, dal TMA am hiufigste
gefunden wird. Daneben spielen TBA, MA und x4 ein
wichtige Rolle. Es folgen DBA und xi in der Hiufig
keit. Die iibrigen Amine werden nur gelegentlich be
obachtet. ,

Zur Beurteilung des Lagerverhaltens wurde TBA al
Beispiel gewihlt, Das in allen Proben enthaltene TM
ist fiir diesen Zweck weniger geeignet, da dieses stet
einen sehr grofien Peak ergibt, der ber die Schreiber
breite weit hinaus gehen kann, was fiir einen Ver
gleich von Peak-Hohen ungiinstig ist. Mit Riicksich
auf die {ibrigen Bestandteile des Gemisches wurde di
Empfindlichkeit des Schreibers nicht vermindert. Au

auf ein Umschalten der Empfindlichkeit wihrend de
Aufnahme des Chromatogrammes wurde verzichie
Ahnliche Uberlegungen treffen auch fiir MA zu. TB

und x4 sind weitere Substanzen mit hoher Hiufigkel

Verfolgt man die Verinderungen mit der Lagerzeit; s
ergibt sich eine stetige Zunahme des TVB-Wertes, Wi
zu erwarten war. Am 16, Lagertag ist dessen Wer
von anfangs 30 mg%e auf einen Endwert von 61 mgl/
angestiegen (siehe Abb. 12). Verfolgt man jedoch di
Verinderungen am gebildeten TBA (ausgedriickt iff
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Tage der Hohe TBA mg %%
Lagerung inmm TVB
3 37 29,7

5 Y 3038

9 190 468

11 163 503

15 - 533

16 23 614

18 - 61,2

22 - 61,2

Lagerverhalteny des TVB -Komplexes
Abb. 12

37 mm Peakhohe am 3. Tag auf 190 mm am 9. Tag. Bis
zum 16. Tag ist die Peakhothe wieder auf 23 mom abge-
sunken.

Inferessant ist ferner, daBl Dialkykl-amine (DAA, DPA,
DBA) erst am 9. Lagertag auftauchen.

3.2.2. Versuche mit Trichloressigsiure-Extrakt

Die bisher geschilderten Versuche zur GC von Aminen
aus Fisch gehen ausschlieBlich von den durch Wasser-
dampf-Destillation -gewonnenen Amingemischen  aus.
Da jedoch zur Isolierung von Aminen neben der Was-
serdampf-Destillation auch die Extraktion mit Tri-
chioressigsdure (TCE) verwendet wird, wurden einige
Testversuche zur . gaschromatographischen  Auffren~
nung derartiger: TCE-Extrakte von Fisch  durchge-
fihrt, -

rickstinden der Wasserdampfdestillation (s. 0.} durch
Behandeln' mit Alkali die freien Amine sowie nach
Trifluoracetylierung ‘mit Essigsiureanhydrid die tri-
fluoracetylierten Amine an Amin 220 als stationdrer
Phase gaschromatographiert, Diese  Versuche haben
ergeben, dafi auch die TCE-Extrakte als Ausgangs-~
basis flir eirie gaschromatographische. Auftrennung
des Amin-Komplexes verwendet werden konnen.

4. SchluBfolgérungen
4.1, Zur Methodik

Hier seien folgende Gesichispunkte herausgestellt:

1. Die- Gas-chromatographie der Amine wird durch
deren: Polaritit wesentlich beeinfluBft. Von den sta~-
tiondren Phasen fiir die freien Amine hat sich bisher
. Pennwalt 223 am besten bew#hrt.

_ Die’ Gaschromatographie “der TFA-Amine hat aus
2 Grinden Interesse:

2} Durch  Verminderung der Polaritit gegeniiber
den freien’ Aminen tritt eine Spreizung der Re-
tentionszeiten ein, was sich auf die Auswertung

benachbarter Peaks glinstig auswirkt.

b} Da nur primire und sekundire Amnie trifluor-
acetylierbar sind, ist eine Unterscheidungsmog-
lichkeit gegeniiber tertidiren Aminen gegeben.
Die GC von: Trifluoracetylaminen sollte  nicht
an Pennwalt 223 vorgenommen werden, da diese
stationére Phage bei Dosierung von diesen Amin~

Peak-Hohe), so erfolgt ein sehr deutlicher Anstieg von-

Aus den TCE-Extakien wurde analog den Titrations- ‘
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Derivatenu. U. unter Spuren nicht ungesetzten
Reagenzes oder gebildeter Trifluoressigsdure an-
geriffen wird und ihre Trennwxrksamkelt schnell
verlieren kann.

Chromosorb 103 sowie Polyester wie Carbowax
1000\ kommen hier als Trennmedien in Betracht,

2. Da die Trifluoracetylierungsreaktion bei Diaminen
— vor allem bei C-Zahlen iiber C 3 — unvollsténdig
verlduft, sollten Diamine als freie ‘Amine an Chro-
mosorb 103 chromatographiert werden.

Die Frage einer quantitativen Derivatisierung bietet
iber Per-Fluor-arylierung bzw. Silylierung Mog-
lichkeit einer Lésung.

4.2. Zur Anwendung aujf Fisch

1. Wie die unter 3.2. geschilderten Versuche zeigen,
188t sich der TVB-Komplex in eine ganze Reihe von
einzelnen Aminen auftrennen. Das Auftreten dieser
einzelnen Amine bietet einen Ansatzpunkt, den Me~
tabolismus der Stickstoffverbindungen bei Lage-
rung und Verderb von Fisch besser zu verstehen;
als dies durch Ermittlung des TVB-Komplexes und
Bestimmung von TMA mbglich ist. BEs diirfte in
diesem Zusammenhang von Inferesse sein, festzu-
stellen zu versuchen, welche Amine unter bestimm-
ten. Lagerbedingungen  gefunden werden oder ob
z.- B. das relative Verhiltnis der einzelnen Amine
des TVB-Komplexes untereinander bereits weiter-
gehende Aussagen zur Qualitdt zuldBt. Eine Aus-
dehnung. dieser zunichst bewufit gqualitativ. durch-
gefiihrten Versuche auf die guantitative Ebene ist
erforderlich und wird bearbeitet.

2. Die  Identifizierung :der bisher  nicht gedeuteten
Peaks des TVB-Komplexes sollte tiber entsprechen-
de Testsubstanzen bzw. unter Ausnutzung der zwi=

_ schen. Retentionsindex und: den - einzelnen  Amin-
Reihen: sich ergebéenden funktionellen ‘Zusammen=
hénge vorgenominen werden. Auf letzteren Punkt
soll in einer spiteren Arbeil eingegangen werden.

Die Unftersuchungen. wurden: durch den Forschungskreis
der Erndhrungsindustrie e. V. gefordert, wofilir an dieser
Stelle gedankt sei,
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