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Wiederholt wurde in den letzten Jahren von verschiedener Seitel-4 iiber stick- 
stofffreie ninhydrinpositive Verbindungen berichtet, die bei der Trennung und An- 
f&-bung von Aminosauren zu falscher Interpretation von Analysenergebnissen in 
qualitativer und quantitativer Hinsicht ftihren kiinnen, Von besonderem Interesse 
erschien eine Notiz von GROSS", der bei Anfarbung von Elektropherogrammen 
ninhydrinpositive Flecke beobachtete, die verschiedenen Elementen der 1. und 2. 
Haupt-Gruppe des Periodensystems zuzuordnen waren. Im Zusammenhang mit 
bioch.emischen Untersuchungen an Normalformen und Mutanten von L;yco$ersicon 
esczJe&zcgn Mill. konnten wir nachweisen, dass bei saulenchromatographischer Amino- 
saure-Analyse der Cysteinsaure-Peak als Verunreinigung neben organischen Sub- 
stanzen Eisen enthalt (RUDOLPH, in Vorbereitung). Im folgenden sollen deshalb die 
saulenchromatographischen Eigenschaften bestimmter Schwermetall-Kationen unter 
den Bedingungen der Aminosgure-Analyses untersucht werden. Weiterhin wird der 
Einfluss dieser Kationen auf die quantitative Aminos5ure-Bestimmung bei der An- 
f&bung mit Ninhydrin-Hydrindantina ermittelt. 

EXPERIMENTELLES 

Die Aminosaure-Analysen wurden nach MOORE, SPACICMAN UND STEINS durch 
Ionenaustauscherchromatographie an Amberlite CG 120 durchgeftihrt. Die Saulen- 
dimensionen betrugen 20 x 0.9 cm (zur Analyse der basjschen Amino&uren) und 
150 x 0.9 cm (fur die sauren und neutralen Aminos%uren). Dem Aminosaure-Test- 
gemisch war I mg Fes+, I mg Cus+ oder I mg Ni 2+ zugesetzt. Die Griisse der Fraktionen 
betrug I .I ml. Nach Verdiinnen der Proben mit je I ml Citratpuffer vom pH-Wert 
3.25, 4.25 oder 5.28 wurden die Schwermetall-Kationen bestimmt durch Vermessung 
ihrer Absorption bei den Wellenlangen 405 nm (fur Fe”+ und Nis+) und 366 nm oder 
578 nm (fur Cugf). Damn anschliessend erfolgte die Anfarbung von I ml jeder Fraktion 
mit Ninhydrin-Hydrindantin nach MOORE UND STELN~ zur Anfertigung des Elutions- 
diagramms. 

Urn den Einfluss der Metall-Kationen auf die quantitative Bestimmung von 
Leucin, Cysteinsaure, Cystin, Valin, Methionin, Isoleucin und Histidin zu tiberprtifen, 
wurden Testlijsungen hergestellt, die 0.1 ~Mol jeder Aminosaure pro ml sowie die 
Metall-Kationen Fes*, Cus+ oder Nis+ in den Konzentrationen IOO pg, 200 pg, 500 pg. 

* Tcil dcr in Vorbcreitun6; bcfindlichen Dissertation. 
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1000 lug uncl 2000 pg pro ml enthielten. Als Ltisungsnlittel dienten die Puffer, die zur 
Elution der Amino&iuren verwendet werden”. Zur Bestimmung der Amincki.ure- 
Konzentrationen bei 57s mn und zur Messung der FarbintensitKten der Metall- 
Kationen wurde das licl~telel~trischc Photometer “Eppendorf” verwendet. Die Ab- 
sorptionsspelctren der Realctionsprodukte von Amino&ure und Ninhydrin-Hydrin- 
dantin wurden mit dem Perlcin-Elmer-Spektrophotometer 137 UV aufgenommen. 

Einen uberbliclc iiber das s~ulenchron~atographiscl~e Verhalten von Fe”+, Cu2+ 
und Ni2+ gewinnt man bei Analyse der basischen Rmino&i.uren (Fig. I). An Stelle der 
Retentionsvolumina seien die Volunlina angegeben, die erforderlich sind, urn das 
Banclenmaximum zu eluieren (V,,ux): fiir Fe”+ (und Cysteinsiiure) T/~max = II ml, 
fiir Cu2+ l/mIcx = 15.4 ml und fiir NP+ vmnx = 17.6 ml. Der Ii@-+-Peak wird zusamrnen 
mit Cystein&.ure eluiert, w2ihrend CUE+ uncl Ni2+ mit unterschiedlichen v/ma,-\Verten 
im Gebiet der Summenbancle erscheinen, welche die iibrigen sauren und neutralen 
AminosWren enthslt. Die Banden fiir Cu2.b und Ni 2+ zeigen deutliche Asymmetrie 
im Kurvenverlauf. Eine genauere Differenzierung cler Positionen der Schwermetall- 
Peaks war unter Bedingungen zu erwarten, wie sie fiir die Auftrennung der sauren 
und neutralen Aminos2uren angewenclet werden (Fig. 2). Hier resultiert irn Gegen- 
satz zur zo cm langen SWle eine stark Uberlappung der Banden von Fe3+ (V,,, = 
37.4 ml) und Cystein&ure (vmux = 35.5 ml), Die Unterschiede i!n Elutionsverlauf 
van Fe3+ beim Vergleich der lcurzen und der langen !%iule stehen in l%bereinstimmung 
mit Untersuchungen an Hydrolysaten pflanzlicher Estralcte. Ftir clie Banclen von 
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Fig. 1. Elution dcr Kationcn Fe”+ (* * l ), Cu2+ (- - -) untl Ni2.+ (-.--.-.) untcr clcn l3cclingur~gcn dcr 
Analyst basischcr Aminosiiuren mit Citrat-1% t’fcr (0.35 N, ~1-1 5.28). S~ulcnclimcnsioticxi : ‘LO x 
0.9 cm, Peak A stcllt Cysteinsitiure, Peak 13 clic Su~nmor~l~anclc tlcr saurcn unrl ncutralcn Amino- 
durcn clar (-- )* 
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Cuz-+ uncl Ni2+ ergeben sich unterschieclliche Positionen cntsprechencl ihrer TTnlax- 
Werte im Bereich cler Surnnlenbancle cler kleinen Siiule. Die Vorclerfront cles Cu2+- 
Peaks liegt lcurz vor cler Bancle cles Valins, clie Riiclcfront enclet im Methionin-Gebiet. 
Die NP-+-13ancle erscheint an cler Riickfront cles Methionins, iiberlappt Isoleucin und 
Leucin uncl enclet im Gebiet zwischen Leucin uncl ‘IYyrosin. Die l~,,lnx-Werte von Cu2+ 
uncl Ni2*+ sincl nicht zu erfnssen. \V$hrencl cler Fe”+ -Peak einen geradlinigen, symme- 
trischen Iturvenverlauf zeigt, sincl die Cu2+.- uncl besonclers die NP-+-Rancle clurch 
tine stake Pealcverbreiterung ohne scharfe Vorcler- uncl Rtickfront ‘charalcterisiert. 
Diese Eigenschaften erlauben die Schlussfolgerung, class wtihrencl cler Trennung cler 
Schwermetall-Kationen am Ionenaustauscher unter clen angegebenen 13eclingungen 
neben den1 eigentlichen Ionenaustauschvorgang, cler Lijsung uncl Kniipfung haupt- 
valenter 13inclungen, sehr ~Valirscheinlich anclere Vorg~ngc, wie z.13. Aclsorptions- 
effekte, wirlwun werclcn. 

In cler Literatur bescl-iriebene Trennungen von Fe - 3 +, Cu”*+ uncl Niz-+ an Kationen- 
austauschern~-f’ sincl mit den hier erzieltcn Ergebnissen nicht vergleichbar, cla eine 
anclere Metlioclil; verwenclet Ivurcle, in den meistcn l;Zllen HCl-Graclientenelutions- 
technil;. Eine 13estlitig:ung ftir clie rasche Elution von Fe”-+ liefern Untersuchungen 
van Er_ovrcx ux’l> MI\-I’~~I<IN.-\~~), clie Fe”-+ am ICntionenaustauscher SiU-12 mit Ci- 
tronens5ure bereits 12ei einem ld-I-Wert von 2.50 eluieren Icorinten. 

Die ~bcrlappung bestimmter ~~liiiiiostiure-Randcn clurcli Schwennetall- 
Kationen crforclert Untersuchungen, ob clie quantitative 13estininiung clieser Aniino- 
sKuren clurch Sci~wermetall-Kationen gestijrt wircl. Testlijsungen mit konstanter 
Arninostiure- uncl steigender Metallionen-Konzentration wurclen rnit Ninhyclrin- 
I-Iyclrinclantin 15 Min. bei 100~ nngef#rbt uncl bei 57s nm vermessen. l3ei Zusatz von 
Cu2+- uncl Ni”+ in clem -fiir die Pf-lanzennnalyse interessierenclen I~onzentrationsbereicli 
treten bei cler Anflirbung von Vdin, Methionin, Isoleucin uncl Leucin keine Stijrungen 
auf. Unter Aspekten cler Aminostiure-Analyse diirfte jecloch Fe3-+ als St6rfaktor von 
13edeutung sein. Hier zeigt sich eine signifikante Erh6hung der Estinktion mit stei- 
gcncler I;c”-‘--I~onzentr,ztior7 (Fig. 3). Den steilsten Kurvenanstieg weist Iiisticlin auf, 
dihrcncl die Anfiirbung von CysteinsKure uncl Cystin offensichtlich an1 schwYchsten . 
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Fig. 3. Einfluss von ITca+ auf clic quantitative lkstimmun :: ~011 1G.g j4g Cystcinsiiurc (- - -), 2.j. /rg 
Cystin ( ), 13.1 lrg Lcucin (. * -) uncl 15.5 pg Histidin (-.-.-.). 

beeinflusst wird. Bei Leucin liegt die Abweichung vom Standardwert zwischen beiden 
Extremen. Diese charalcteristischen Unterschiede ltiinnen nicht auf die Art des 
verwendeten Puffers zuriickgefiihrt werden. Die Anfgrbung der drei Puffer bei Zusata 
von Fe”+ erbrachte gleichzeitig den Beweis, class Wechselwirkungen zwischen Fe3:1- 
und Reagens als Ursache fiir die signifilcante Erh8hung der E.xtinlctionswerte in1 
Falle von Leucin und Histidin lceinesfalls ausreichend sind. Fiir eine Reaktion zwi- 
schen Leucin und Fe”+ spfechen Untersuchungen an Testliisungen mit ltonstantem 
Pe3+-Zusatz (x000 pug/ml), aber unterschiedlicher AminosZurekonzentration (0. I 
@Iol-0.4 ,~Mol Leucin/ml). In diesem Bereich ist die Gtiltigkeit des Lambert-Beer- 
schen Gesetzes fiir die Anfgrbung der AminosZuren gew2hrleistet. Die grassten Ab- 
weichungen von der Standard-ICurve ohne Fe”+ -%usatz liegen ini mittleren Konzen- 
trationsbereich bei 26.2 pg Leucin/ml, wghrend cler durch Fe3+ verursachte Fehler bei 
geringeren und hiiheren AminosZurekonzentrationen kleiner ist. f_ker die Tendenz der 
Aminosklren, mit Fe(III) 11912, Cu(II)13 und Ni(II)l* Komple.se zu bilden, wurde von 
verschiedenen Autoren berichtet. Histidin ist mit der Fe-I<omplex-Stabilittitslion- 
stante von 9.1 als ausgezeichneter Komplexbildner fiir Fe l~el<annt15. Es wZre denk- 
bar, dass die besonders starke Stijrung der quantitativen I-Iistidin- uncl Leucin-Be- 
stimmung durch Fe”+ mit der hohen Komplexbildungs-Tendenz in Zusammenhang 
zu bringen ist. Absorptionsspelctren von Leucin bei Zusatz von Fe”* (Fig. 4) und 
Methionin in Gegenwart von Cu 2+ (Fig. 5) nach AnfKrbung mit Ninhyclrin-Hyclrinclan- 
tin lassen lceine qualitative11 VerYnderungen als Hinweis auf eine Komplexbilclung 
erkennen. Fiir die auf Papierchromatogrammen hergestellten roten Cu-Komplese 
wird ein Absorptionsmaximum bei 510 nm angegeben 13, Eine endgiiltige KlYrung der 
Wirlcungsweise dieser Schwermetall-Kationen auf die Anfgrbung von Aminos%.uren 
in wgssriger Liisung bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 

Von praktischer Bedeutung ist cler stijrencle Einfluss von 17e3+ auf die sgulen- 
chromatographische Bestimmung von CysteinsKure. Bei einem Eisengehalt von I g 

Eisen pro kg pflanzlicher Troclcensubstanz Ictinnen bei der Analyse cler sauren und 
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Fig. 4, Absorptionsspclctrcrl van 1 ni g l?c9+/10 ml Citratpuffcr, pH 4.25 
Lcucin, mit Ninllyclrin-HyclrirlclantiI~ nngcftirbt (* - * ) 

( --), VOX-l 13.1 r’tg 

sctzt mit Ninhyclrin-13yclrinclantin (- 
uric1 ~011 13.1 pg Lcucin + 1 mg IW*, unigc- 

(I : I) auf IO 1111 nufgcfiillt. 

- -), Leucin-Ltisungcn nach Anf3rbung nlit Alltohol-I-I,0 

-0.3 

- a4 

-0.5 

-0.6 

-67 

-1,2 

-1.3 

-%4 

I 1 1 1.5 
500 550 600 650 700 750 

Wt3llenldnge (nm) 

Fig. 5. :\bsorptionsspcktrcn ~011 z Illg CU~+/IO 1111 Citratpuffer, pI-I 4.25 (--), vo11 Methiollill 

(1~1.9 j(g), unlgcsetzt nlit Ninl1yclriIi-I-Iyclrindnntin ( * * * ) 
VOIl 2 111g Cu2” 

uric1 van Mcthionin (14.9 pg) bci Zusntz 
nnch liealrtion mit Ninhyclrin-I-~ydrindantin (- 

AnfZrbung niit Alltohol-ET,0 (I : I) auf IO ml aufgefiillt. 
- -). hlcthionin-L6sunbren nach 

neutralcn Aminos5uren etwa 0.5 mg Eisen auf die Sgule eingeschleppt werden. In 
der Annahne, class der iiberwiegende Teil des Eisens bei cler Cysteins%ure-Bestin- 
mung nach den1 alterniercnden I~.raktionssamtnler-Prinziplo erfasst wird, bethi& der 
Fehler bei der Anf%rbung von 1f3.g ,ug Cysteins%ure/ml ca. 25-30 %. 
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sei Herrn Dr. G. SCHOLZ 

ZUShMblBNl?.&3SUNG 

Die saulenchromatographische Aminosaure-Analyse wurde in Gegenwart von 
Schwermetall-Kationen durchgeftihrt, Irn Elutionsdiagramm der Anzino&iuren wur- 
den die Positionen der Banden von lTe3+, Cu2+ und Ni2+ festgelegt. Dcr 17e:J+-Peal< 
tiberlappt Cysteinsaure. Im Gegensatz zu Fe”+ werden Cu2+ und Ni2+ in Porn1 stark 
verbreiterter Banden eluiert, die unter Valin und Methionin, bzw. Methionin, Iso- 
leucin und Leucin liegen. Bci der Anfarbung der Aminosauren Cysteinsaure, Cystin, 
Leucin und Histidin mit Ninhydri n-Hydrindantin bewirlct Fe3+-Zusatz eine signi- 
fiikante Erh6hung der Estinlctionswerte. Auf den durch Fe”+ verursachten Fehler bei 
der s$,ulenchromatographischen Cysteinsaure-Bestimmung wird hingewiesen. 

Amino acids were analyzed by ion-exchange chromatography in the presence of 
heavy metal cations. The positions of Fe”*, Cu2+ and Ni2-+ were determined under 
conditions used for the separation of amino acids on Amberlite CG 120. The I?e3+- 
peak is eluted together with cysteic acid. Valine and methionine overlap with Cu2+, 
while the position of Ni2-‘- coincides with that of methionine, isoleucine, and leucine. 
Iron significantly increases the extinction values of the reaction products of the 
amino acids cysteic acid, cystine, leucine and histidine with ninhydrin-hydrindantin. 
It has been. shown that iron may cause erroneous results in the column chrornato- 
graphic determination of cysteic acid. 
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