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~IBER EINE VEREINFACHUNG DER QUANTITATIVEN BESTIMMUNG 

VON AMINOSAUREN AN AUSTAUSCHERSAULEN 

MIT DER MOGLICHKEIT 

GLEICHZEITIGER QUALITATIVER UNTERSUCHUNGEN* 

WERNER MATTHIAS 
Insti tut  /~r Pflanzenz~chtung der Deutschen A kademie der 
L ~ndwirtscha/tswissenscha/ten , Quedlinburg (Deutschland) 

(Eingegangen den IO. Januar I961) 

Die verschiedenen Methoden der S~tulenchromatographie und der Papierchromato- 
graphie sind die z. Zt. am meisten verwendeten und leistungsf~thigsten Verfahren zur 
Bestimmung von Aminos~iuren. Die Papierchromatographie ist ffir die qualitative 
Analyse von Aminos~iuren vor allem dutch die Einfachheit der Handhabung und den 
geringen apparativen Aufwand allen anderen Methoden gleich guter Trennwirkung 
iiberlegen. Sie wurde in vielen F~llen auch zur quantitativen Bestimmung von Amino- 
s~iuren herangezogen, doch ist die Leistungsf~ihigkeit dieser Methode hier noch sehr 
begrenzt und die Fehlerbreite noch zu gross, um eindeutig gesicherte und reproduzier- 
bare Werte liefern zu k6nnen. Bei Untersuchungen, die eme exakte quantitative 
Bestimmung erfordern, ist es daher angebracht, der Saulenchromatographie als der 
z. Zt. leistungsf~higsten Methode auf diesem Gebiet den Vorzug zu geben und hier 
besonders der von MOORE, STEIN UND SPACKMAN entwickelten Chromatographie an 
Ionenaustauschern entweder mit Hilfe eines Fraktionssammlers 2 oder aber unter 
Verwendung der vollautomatischen Apparatur der gleichen Autoren 3 bzw. der verein- 
fachten Ausfiihrung dieser Methode von HANNIG 4. 

Der Nachteil all dieser s~ulenchromatographischen Verfahren liegt darin, dass 
keine M6glichkeit besteht, neben der quantitativen ]3estimmung der einzelnen Gipfel 
einer Elutionskurve auch eine qualitative Prtifung auf ihre Identit/it und Einheit- 
lichkeit durchzuffihren bzw. unbekannte Komponenten zu identifizieren, da die 
gesamte Menge jeder Fraktion flit die quantitative Auswertung restlos verbraucht 
wird. Diese Methoden sind daher in erster Linie ftir die Bestimmung von Amino- 
s~iuren in Proteinhydrolysaten geeignet, jedoch fiir die Bestimmung unbekannter 
Naturprodukte, z.B. freier Aminos~uren in biologischem Material, bei denen Identi- 
t/itspriifungen unerl~isslich sind, nicht ausreichend. 

Wir entwickelten daher auf der Grundlage des Verfahrens von MOORE, SPACKMAN 
UND STEIN 2 eine chromatographische Apparatur, die die M6glichkeit bietet, in emem 
Trennvorgang ausser der quantitativen Bestimmung auch eine spezielle qualitative 

* Siehe auch Lit. 1. 
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Untersuchung eines jeden Elutionsgipfels durchzufiihren. Dartiber hinaus wird durch 
eine weitgehende Vereinfachung der quantitativen Auswertung der Fraktionen eine 
so erhebliche Einsparung an zeit und Reagenzien erzielt, dass mit dem sonst ftir eine 
Analyse notwendigen Aufwand mehrere Analysen nebeneinander durchgeftihrt 
werden k6nnen. 

Das Prinzip der Methode besteht darin, dass jede I-ml-Fraktion des Eluates 
einer Austauschers~ule mit Hilfe eines elektronischen Programmreglers altemierend 
in eine Test- und eine Hauptfraktion zerlegt wird; die Testfraktionen werden halb- 
quantitativ getestet und die Hauptfraktionen auf Grund dieser Testung im Bereich 
jedes einze|nen Gipfels zu  jeweils einer Gesamtfraktion zusammengefasst. Die 
quantitative Bestimmung erfolgt in einem aliquoten Tell jeder Gipfelfraktion, so dass 
anschliessend ausreichende Mengen ftir weitere Untersuchungen zur Verftigung stehen. 
Die Anzahl der quantitativen Einzelbestimmungen verringert sich auf diese Weise yon 
ca. 3oo-6oo auf die Zahl der vorhandenen Gipfel, also auf etwa 2o Bestirnmungen. 

S~ule  METHODISCHES 

Die chromatographische Trennung wird an Ionenaustauschem durchgefi~rt und 
zwar an  Amberlite IR I2O (CG I2O) mit einer nach dem Flotationsverfahren yon 
HAMILTON 5 ausfraktionierten einheitlichen Korngr6sse yon ca. 5o/~. Die S~ulenl~nge 
be t r~ t  ftir die Bestimmung der sanren und neutralen Aminos~uren I6O cm, ftir die 
Bestimmung der basischen Aminos~uren 25 cm; der Durchmesser der S~ule ist in 
beiden F~llen o. 9 cm. Die Rohrftillung erfolgt nach den Angaben yon MOORE, SPACK- 
MAN UND STEIN 2, ebenso die Elution mit den yon den gleichen Autoren verwendeten 
Pufferl6sungen. Die Untersuchungssubstanz wird in einer Menge yon o.2-o. 3/~ Mol je 
Aminos~ure oder I -  3 mg hydrolysierten Proteins in einer L6sung yon o.I-I  ml im 
pH-Bereich 2.o-2.5 auf die S~ule gegeben. Die Trennung erfolgt bei einer Temperatur 
yon 5o °, die durch einen Umlaufthermostaten konstant gehalten wird. Die sauren 
und neutralen Aminos~uren werden mit o.2 N Na-Citratpuffer eluiert und zwar zu- 
n~chst mit Pufferl6sung yore pH 3.25 bis zum Erscheinen yon Prolin, dann mit 
Pufferl6sung yore pH 4.25 bis zum Erscheinen der letzten Aminos~ure. Die Elution 
der basischen Aminos~uren wird mit Pufferl6sung yore pH 5.28 mit einer o.35 N Na- 
Konzentration vorgenommen. 

Um zu verhindem, dass sich innerhalb der S~ule Luftblasen bilden, die die S~ule 
unbranchbar machen wtirden, werden die Pufferl6sungen zur Entfernung gel6ster 
Luft gekocht, heiss mit ParaffinS1 tiberschichtet und bei 4 ° anfbewahrt. 

Zur Einhaltung einer konstanten Elutionsgeschwindigkeit yon ca. 15 ml/h wird 
auf die Pufferl6sung, die sich in einem Vorratsgef~ss befindet, ein Druck yon etwa 
3o cm Hg gegeben. Die Zuftihrung des Druckes erfolgt entweder direkt ans einer 
Stickstofl~asche mit Reduzierventil oder bei mehreren parallel ]aufenden S~ulen 
zweckm~tssigerweise aus je einem kleinen, etwa 3 1 fassenden und mit Stickstoff bis 
zum gewtinschten Druck gefiillten Metallbeh~ilter, aus dem dann der Druck tiber 
einen ansreichend langen Zeitraum gleichm/issig abgegeben werden kann. 
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Um eine fortlaufende Untersuchungsfolge zu gewiihrleisten, werden bei uns die 
benutzten Siiulen in einer besonderen Regenerationsanlage regeneriert. Hier k6nnen 
bis zu 12 der i6o-cm-SAulen nebeneinander aufgeh~ngt und durch Hindurchschicken 
yon IOO ml o.2 N NaOH und IOO ml Pufferl6sung vom pH 3.25 zur weiteren Ver- 
wendung bereit gemacht werden. Die zur Trennung der basischen Aminos~iuren ver- 
wendeten 25-cm-Siiulen werden mit 2o ml o.35 N Na0H und anschliessend IOO ml 
Pufferl6sung vom pH 5.28 regeneriert. 

FraMionierung 

Die Fraktionierung des S/iuleneluates erfolgt durch Tropfenz/ihlung mit Hilfe eines 
Streifkontaktes (Fig. i). Die Tropfen fallen hierbei dutch ein System frei nach unten 
h~ngender Platindr'fi_hte und stellen dadurch kurzzeitig einen Kontakt  her. Die Im- 
pulse werden tiber ein elektronisches Relais einem Ziihlwerk zugeftihrt, das dann den 
Transportmechanismus des Fraktionssammlers ausl6st. 

Ftir die Steuerung des Wechsels zwischen Test- und Hauptfraktionen wurden 
zwei verschiedene Ger~ite zur elektronischen Programmregelung entwickelt. Das erste 
Ger~t - Zfihlerform A - ~ahnelt im Prinzip der Anordnung einer Telefonw~ihlanlage 
und erm6glicht Variationen der Tropfenzahl zwischen o und 9 Tropfen ftir die Test- 
fraktion und zwischen o und 119 Tropfen ftir die Hauptfraktion. Das zweite Get/it - 

Ztt/~ 

Fig. I .Tropfenz/ ih lung 
d u r c h  S t re i fkontak t .  

Fig. 2. S t eue rungsge r~ te  fiir 4 F r a k t i o n s s a m m l e r .  L inks :  2 C-er~ite der  
ZAhlerform B. R e c h t s :  2 GerAte der  Zithlerform A. Mit te :  Das  Netzger/i t .  
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336 w. MATTHIAS 

Z~ihlerform B - ist demgegeniiber erheblich vereinfacht; es besteht aus 8 Scheiben, 
die eine jeweits verschiedene Anzahl yon Schaltnocken tragen und so eingestellt 
werden k6nnen, dass die Hauptfraktion nach Wahl 7, 12, 17, 21, 27, 37, 57 und 117 
Tropfen betr~igt - das ist zwischen 1/4 und 3 ml - w~ihrend die Testfraktion konstant 
3 Tropfen erh~ilt. Die. Stromversorgung der Z~ihler erfolgt tiber ein zentrales Netzger~it. 

Die Fig. 2 zeigt die Steuerungsgerate der Z~ihlerformen A und B mit dem in der 
Mitte liegenden Netzger~it. Bei der Z~ihlerform A (Z~hler 3 und 4) wird die gewiinschte 
Anzahl der Tropfenfolge ftir die Test- und Hauptfraktion auf den darunter liegenden 
Schaitskalen eingestellt ; bei der Z~ihlerform B (Z~ihler I u n d  2) erfolgt die Einstellung 

zg. 

F ig .  3. S c h a l ~ s c h e m a  d e r  S t e u e r u n g s a n l a g e .  Str .  K. = S t r ~ i f k o n t a k t .  P . W .  = F r a k t i o n s s a m m l e r .  

der Tropfenzahl - in diesem Falle nur ftir die Hauptfraktion, da die Testfraktion 
konstant 3 Tropfen erh~ilt - durch Verstellen des Kontaktarmes der Nockenscheiben 
am Z~ihler selbst. Die Einsteckleisten sind so angeordnet, dass jeder Z~ihlertyp 
wahlweise fiir jeden Sammler eingesetzt werden kann. Das Schaltschema der Anlage 
ist in Fig. 3 dargestellt. 

Fraktionssamrnler 

Zum Auffangen der Fraktionen ist i m allgemeinerr jeder der tiblichen Fraktions- 
sammler geeignet. Er wird mit kleinen Reagenzgl~isern beschickt; in jedes zweite 
Glas wird ein kleines Spitzgl~ischen zur Aufnahme der Testfraktionen eingesetzt. 
Fig. 4 zeigt 4 Fraktionssammler mit 4 Austauschers~iulen, die zu einem Aggregat 
zusammengefasst sind, mit den dazugeh6rigen Steuerungsger~iten. 

J. Chromatcg., 6 (196x) 333 -342  
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V ortestung 

Die Spitzr6hrchen mit  den Testfraktionen - im allgemeinen 3 Tropfen Eluat - werden 
entsprechend der Fraktionsfolge dem Sammler entnommen und in ein Gestell mit 
einem Aufnahmeverm6gen von 2o0 Gl~isern eingesetzt. Nach Zugabe yon 2 Tropfen 

Ninhydrinreagenz werden die RShrchen in dem Gestell 2o Minuten in einem siedenden 

Fig. 4. Aggregat aus 4 programrngesteuerten Fraktionssammlern. 

Wasserbad erhitzt. Durch visuelles Sch~ttzen der entstandenen Farbintensit~tt l~tsst 
sich eine halbquanti tat ive Elutionskurve aufstellen, ~ihnlich der oberen Kurve in 

Fig. 6. Die tropfenweise Zugabe des Ninhydrinreagenz erfolgt aus einer braunen 
Tropfflasche, in der das Reagenz aus Ninhydrin und  Hydrindantin 6 direkt hergesteUt 
wird und zwar zur Vermeidung schSdigender Lufteinwirkung mit Hilfe eines Magnet- 

rtihrers unter einer Paraffin61schicht, unter der es dann st~tndig verbleibt. Eine U- 

f6rmige Kapillare und ein Glasrohr, das zum Schutz vor Verunreinigungen in einer 
kleinen Erweiterung mit Wat te  geftillt ist, ffihren durch einen doppelt durchbohrten 

Stopfen, mit dem die Flasche verschlossen ist, bis auf den Boden der Flasche bzw. in 

J. C];romeh,g., 0 (19ol) 333 342 
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den Raum oberhalb der Paraffm61schicht. Durch kurzes Einblasen von Luft durch 
das Glasrohr wird Ninhydrinreagenz in die Kapillare gedriickt und tropft dann je 
nach L~inge und Durchmesser der Kapillare in mehr oder minder grossen Zeitab- 
stiinden gleichm~sig ab. Durch kurzes Saugen am Glasrohr kann dieser Vorgang 
wieder unterbrochen werden. 

Quantitative Auswertung 

Anhand der Vortestung werden innerhalb eines Gipfels die Gl~er der den Testfrak- 
tionen entsprechenden Hauptfraktionen zusammengefasst. Dutch eine einfache 
Saugvorrichtung (Fig. 5) wird der Inhalt der Gl~er in ein 25-ml-Messk61bchen mit 
Normalschliff iiberfiihrt und auf z5 ml aufgeffillt; die Gesamtfraktion eines jeden 

Fig. 5. Vorrichtung zum Zusammensaugen der Hauptfraktionen. 

Gipfels befindet sich damit in je einem K61bchen. Genau 2 ml werden daraus ent- 
nommen und in ein io-ml-Messk61bchen tiberffihrt; nach Zusatz von I ml Ninhydrin- 
reagenz werden die K61bchen 20 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem 
Aufffillen wird in t~blicher Weise die FarbintensitAt im Photometer quantitativ 
bestimmt. 

Fig. 6 zeigt eine s~ulenchromatographische Aminos~ureanalyse, bei der jeder 
Strich der oberen Kurve eine quantitative colorimetrische Bestimmung bedeutet, 
wie sie nach der tiblichen Fraktionssammlermethode erforderlich ist, w~hrend in der 
unteren Kurve jeder Strich die quantitative Bestimmung jeweils einer gesamten 
Gipfelfraktion nach dem eben beschriebenen Verfahren bedeutet, d.h. die Zahl der 

j. Chromatog., 6 {I961) 333-342 
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quantitativen Einzelbestimmungen verringert sich bei diesem Verfahren von 300-600 
auf etwa 20 zuzfiglich 3 Blindwertbestimmungen. Nach der quantitativen Bestimmung 
stehen etwa 9o% jeder 25-ml-Fraktion fiir Wiederholungsbestimmungen und zur 
qualitativen Untersuchung zur Verffigung, so dass jede Fraktion durch Vergleich mit 
authentischen Aminos~iuren papierchromatographisch auf Identit~t und Einheitlich- 
keit gepriift, werden kann. Hierzu mtissen die einzelnen Fraktionen jedoch zun~ichst 
v o n d e r  Pufferl6sung befreit und konzentriert werden. 

Entsalzung 

Die Entsalzung wird an Austauschers/iulen yon 15 x o.9 cm aus Dowex 5 ° X 4 (Na- 
Form), etwa 200 mesh, vorgenommen; die Glasrohre haben am oberen Ende einen 
Trichteransatz yon etwa 7 cm L~nge zur Aufnahme der Elutionsflfissigkeit. 

5 ml jeder Aminos~iure-Fraktion werden auf die S/iul¢ gegeben und mit 5 ml 
o.oi N HC1 nachgewaschen; anschliessend wird mit Io%igem Pyridin eluiert. 
Der Elutionsbereich von 4 einzeln entsalzten Aminos/iuren ist aus der Zusammen- 
stellung in Fig. 7 ersichtlich. W/ihrend die ersten 5 ml des Eluates zu verwerfen sind, 

Ex 

2,0' 

I,o. 

o,s 

I Asporogins~ure 
2 Glutomins~ure 
3 Leucin 
/. Phen¥1olon/n 

o 's I'o is 
t 

5ml  Probe • O, Oln HCI . . . .  Pyridln. tO%ig 

ou~ben , entsolzte Probe 

f 

I 23.~ 

~o ml 

Fig. 7- Entsa lzung  der Aminos~turefraktion zur Identifizierung. Austauscher :  Dowex 5 ° X 4 
(Na-Form).  S~tule: 15 × o.9 cm. 

werden die n/ichsten 20 ml in 50 ml-Bechergl/isern aufgefangen und auf dem Wasser- 
bad eingedampft ; der Rtickstand wird in etwa I ml Wasser gel6st und erneut einge- 
dampft. Zur restlosen Entfernung yon Pyridin muss dieser Vorgang 3 × wiederholt 
werden. Der Rtickstand wird in 4 Tropfen o.oi N HC1 gel6st und kann dann zur 
papierchromatographischen Prtifung benutzt werden; die aufzutragende Menge 
richter sich nach der jeweiligen Aminosliurekonzentration. Nach der Benutzung 
k6nnen die S/iulen durch Hindurchschicken von 25 ml 0.2 N NaOH und anschliessend 
15 ml Puffer vom pH 2.2 (0.2 N Na-Konzentration) regeneriert werden. 

[ .  C h r o m a t o ~ . .  6 (Iq61/ ~ 3 - ~ a 2  



BESTIMMUNG VON AMINOS~,UREN AN AUSTAUSCHERSAULEN 341 

Papierchromatographische Untersuchung 

Zur Papierchromatographie verwenden wir 6 in einem Bogen zusammenh/ingende 
Keilstreifen 7 (Schleicher & Schtill 2o45b G1 mit Ausstanzungen), von denen ab- 
wechselnd je ein Streifen als Vergleichs- und ein Streifen als Testchromatogramm 

Fig. 8. I d e n t i f i k a t i o n s c h r o m a t o g r a m m  auf  Kei ls t re i fenbogen.  V e r g l e i c h s c h r o m a t o g r a m m :  i, 3, 5- 
T e s t c h r o m a t o g r a m m :  2 Serin, 4 Valin, 6 Methionin.  

dient. Fig. 8 zeigt ein derartiges Chromatogramm, bei dem der gerin-, Valin- und 
Methi0ningipfel auf Identit~it und Einheitlichkeit geprtift werden. Auch Leucin/Iso- 
leucin lassen sich auf diese Weise eindeutig nebeneinander nachweisen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine vereinfachte Technik beschrieben ffir die Bestimmung von Aminos~iuren 

an Ionenaustauschers~tulen mit Hilfe von Fraktionssammlern, die durch einen elek- 

tronischen Programmregler gesteuert werden. Die I-ml-Fraktionen werden alter- 
nierend in Test- und Hauptfraktionen zerlegt. Die Testfraktionen werden halbquanti- 
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tativ ausgewertet ; die Hauptfraktionen werden auf Grund dieser Testung im Bereich 
jedes Gipfels zusammengefasst, und in einem aliquoten Teil hiervon wird die quanti- 
tative Analyse durchgeffihrt. Die vollst~ndige quantitative Analyse eines Protein- 
hydrolysates erfordert auf diese Weise nur etwa 20 quantitative Bestimmungen 
anstelle yon 300-600. Dartiber hinaus erm6glicht diese Methode Untersuchungen 
fiber die Identit~t und Einheitlichkeit der einzelnen Gipfel. 

SUMMARY 

A simplified technique is described for the determination of amino acids on ion 
exchange columns by using fraction collectors which are directed by an electronic 
program controller. The I-ml fractions are alternatively divided into test and main 
fractions. The test fractions are tested semi-quantitatively; the main fractions are 
collected in the range of each peak, according to these results. In an aliquot part the 
quantitative analysis is carried out. A complete quantitative analysis of a protein 
hydrotysate requires only about 20 quantitative determinations instead of 300-60o. 
Moreover, this method permits verification of the identity and homogeneity of the 
separated peaks. 
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