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Wiederholt wurde in den letzten Jahren von verschiedener Seite!—* iiber stick-
stofffreie ninhydrinpositive Verbindungen berichtet, die bei der Trennung und An-
farbung von Aminosduren zu falscher Interpretation von Analysenergebnissen in
qualitativer und quantitativer Hinsicht fithren kénnen. Von besonderem Interesse
erschien eine Notiz von Grosst, der bei Anfirbung von Elektropherogrammen
ninhydrinpositive Flecke beobachtete, die verschiedenen Elementen der 1. und 2.
Haupt-Gruppe des Periodensystems zuzuordnen waren. Im Zusammenhang mit
biochemischen Untersuchungen an Normalformen und Mutanten von Lycopersicon
esculentum Mill. konnten wir nachweisen, dass bei sdulenchromatographischer Amino-
sdure-Analyse der Cysteinsiure-Peak als Verunreinigung neben organischen Sub-
stanzen Eisen enthilt (RupoLPH, in Vorbereitung). Im folgenden sollen deshalb die
siulenchromatographischen Eigenschaften bestimmter Schwermetall-Kationen unter
den Bedingungen der Aminosiure-Analyse® untersucht werden. Weiterhin wird der
Einfluss dieser Kationen auf die quantitative Aminosiure-Bestimmung bei der An-
farbung mit Ninhydrin-Hydrindantin® ermittelt.

EXPERIMENTELLES

Die Aminosiure-Analysen wurden nach MOORE, SPACKMAN UND STEIN® durch
Ionenaustauscherchromatographie an Amberlite CG 120 durchgefithrt. Die Sdulen-
dimensionen betrugen 20 X 0.9 cm (zur Analyse der basischen Aminoséiuren) und
150 X 0.9 cm (fiir die sauren und neutralen Aminosiuren). Dem Aminosdure-Test-
gemisch war 1 mg Fe?+, 1 mg Cu2+ oder 1 mg Ni2+ zugesetzt. Die Grosse der Fraktionen
betrug 1.1 ml. Nach Verdiinnen der Proben mit je 1 ml Citratpuffer vom pH-Wert
3.25, 4.25 oder 5.28 wurden die Schwermetall-Kationen bestimmt durch Vermessung
ihrer Absorption bei den Wellenldingen 405 nm (fiir Fe®+ und Ni?+) und 366 nm oder
578 nm (fiir Cu2+). Daran anschliessend erfolgte die Anfirbung von 1 ml jeder Fraktion
mit Ninhydrin—Hydrindantin nach MooRE UND STEIN® zur Anfertigung des Elutions-
diagramms. , :

Um den Einfluss der Metall-Kationen auf die quantitative Bestimmung von
Leucin, Cysteinsiure, Cystin, Valin, Methionin, Isoleucin und Histidin zu iiberpriifen,
wurden Testlésungen hergestellt, die 0.1 uMol jeder Aminoséure pro ml sowie die
Metall-Kationen Fed+, Cu2+ oder Ni?+ in den Konzentrationen 100 ug, 200 ug, 500 ug,

* Teil der in Vorbereitung befindlichen Dissertation,
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1000 ug und 2000 ug pro ml enthielten. Als Losungsmittel dienten die Puffer, die zur
Elution der Aminosiuren verwendet werden?® Zur Bestimmung der Aminosédure-
Konzentrationen bei 578 nm und zur Messung der TFarbintensititen der Metall-
Kationen wurde das lichtelektrische Photometer ‘““Eppendorf’”’ verwendet. Die Ab-
sorptionsspektren der Reaktionsprodukte von Aminoséure und Ninhydrin—-Hydrin-
dantin wurden mit dem Perkin-Elmer-Spektrophotometer 137 UV aufgenommen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Einen Uberblick tiber das siulenchromatographische Verhalten von Fe?3+, Cu?+
und Ni2+ gewinnt man bei Analyse der basischen Aminoséduren (Iig. ). An Stelle der
Retentionsvolumina seien die Volumina angegeben, die erforderlich sind, um das
Bandenmaximum zu eluieren (Vmax): fiir IFe3+ (und Cysteinsdure) Vmax = 11 ml,
fiir Cu?+ Viax = 15.4 ml und fiir Ni2+ Vi = 17.6 ml. Der FFe?+-Peak wird zusammen
mit Cysteinséure eluiert, wihrend Cu?+ und Ni2+ mit unterschiedlichen Vmax-Werten
im Gebiet der Summenbande erscheinen, welche die iibrigen sauren und neutralen
Aminosduren enthilt., Die Banden fiir Cu?+ und Ni2+ zeigen deutliche Asymmetrie
im Kurvenverlauf, Eine genauere Differenzierung der Positionen der Schwermetall-
Peaks war unter Bedingungen zu erwarten, wie sie fiir die Auftrennung der sauren
und neutralen Aminosiuren angewendet werden (I7ig. 2). Hier resultiert im Gegen-
satz zur 20 cm langen Sidule eine starke Uberlappung der Banden von Fe®+ (Vmax =
37.4 ml) und Cysteinsiure (Vmax = 38.5 ml). Die Unterschiede im Elutionsverlauf
von Fe?+ beim Vergleich der kurzen und der langen Séule stehen in Ubereinstimmung
mit Untersuchungen an Hydrolysaten pflanzlicher IExtrakte. IFlir die Banden von

30 Fraklionen

Fig. 1. Elution der Kationen Fed+ (.. ), Cu?t (- - -) und Ni?+ (—.—-.) unter den Bedingungen der
Analyse basischer Aminosiiuren mit Citrat-Puffer (o.35 N, pll 5.28). Siulendimensionen: 2o X
0.9 cm. PPeak A stellt Cysteinsiure, PPcak B diec Summenbande der sauren und neutralen Amino-
siduren dar (— ).
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Tig. 2. Position von IFebt (« ), Cu?+ (- - -) und Ni2+ (—.—.~) bei der Analyse der sauren und neu-
tralen Aminosiiuren (———) mit Citrat-Puffer (0.2 N, pH 3.25 bzw. 4.25). A = Cysteinséiure;
13 = Valin; C = Mecthionin; D = I[soleucin; I = L.ecucin.

Cu?+ und Ni2+ ergeben sich unterschiedliche Positionen entsprechend ihrer Vmux-
Werte im Bereich der Summenbande der kleinen Sédule. Die Vorderfront des Cu?+-
Peaks liegt kurz vor der Bande des Valins, die Riickfront endet im Methionin-Gebiet.
Die Ni2+-Bande erscheint an der Riickfront des Methionins, iiberlappt Isoleucin und
Leucin und endet im Gebiet zwischen Leucin und Tyrosin. Die Vmax-Werte von Cu?+
und Ni2+ sind nicht zu erfassen. Wihrend der IFe3+-Peak einen geradlinigen, symme-
trischen Kurvenverlauf zeigt, sind die Cu?+- und besonders die Ni?+-Bande durch
eine starke Peakverbreiterung ohne scharfe Vorder- und Riickfront charakterisiert.
Diese Eigenschaften erlauben die Schlussfolgerung, dass wiihrend der Trennung der
Schwermetall-Kationen am Ionenaustauscher unter den angegebenen Bedingungen
neben dem eigentlichen Ionenaustauschvorgang, der Lésung und Kniipfung haupt-
valenter Bindungen, sehr wahrscheinlich andere Vorginge, wie z.13. Adsorptions-
effelkte, wirksam werden.

In der Literatur beschriebene Trennungen von Fe?+, Cu?+ und Ni*+ an Kationen-
austauschern”? sind mit den hier erzielten LErgebnissen nicht vergleichbar, da eine
andere Methodilkk verwendet wurde, in den meisten I7dllen HCI-Gradientenelutions-
technik. Eine Bestiitigung [iir die rasche Elution von I'e?+ liefern Untersuchungen
von ELovicH UND MATORINAY, die Fed3+ am Kationenaustauscher SM-12 mit Ci-
tronensiure bereits bei einem pH-Wert von 2.50 eluieren konnten.

Die Uberlappung bestimmter Aminosidure-Banden durch Schwermetall-
Kationen erfordert Untersuchungen, ob die quantitative Bestimmung dieser Amino-
siiuren durch Schwermetall-Kationen gestort wird, Testldsungen mit konstanter
Aminosiure- und steigender Metallionen-Konzentration wurden mit Ninhydrin—
Hydrindantin 15 Min. bei 100° angefirbt und bei 578 nm vermessen. Bei Zusatz von
Cu?+ und Ni2+ in dem fiir die Pflanzenanalyse interessierenden Konzentrationsbereich
treten bei der Anfiirbung von Valin, Methionin, Isoleucin und Leucin keine Stérungen
auf. Unter Aspekten der Aminosiure-Analyse diirfte jedoch Fed+ als Stérfaktor von
Bedeutung scin. Hier zeigt sich eine signifikante Erhéhung der Extinktion mit stei-
gender TI'e3+-Konzentration (I7ig. 3). Den steilsten Kurvenanstieg weist Histidin auf,
withrend die Anfirbung von Cysteinsiure und Cystin offensichtlich am schwéichsten
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Fig. 3. Einfluss von IFed* auf die quantitative Bestimmung von 16.9 g Cysteinsiiure (- - =), 24 g
Cystin (—————), 13.1 ;g Leucin (- --) und 15.5 pg Histidin (-.—.-.).

beeinflusst wird. Bei Leucin liegt die Abweichung vom Standardwert zwischen beiden
Extremen. Diese charakteristischen Unterschiede koénnen nicht auf die Art des
verwendeten Puffers zuriickgefiihrt werden. Die Anfiarbung der drei Puffer bei Zusatz
von Fe3+ erbrachte gleichzeitig den Beweis, dass Wechselwirkungen zwischen IFe3+
und Reagens als Ursache fiir die signifikante Erhéhung der Extinktionswerte im
Falle von Leucin und Histidin keinesfalls ausreichend sind. Ilir eine Reaktion zwi-
schen Leucin und Fe3+ sprechen Untersuchungen an Testlésungen mit konstantem
TFe3+-Zusatz (1ooo ug/ml), aber unterschiedlicher Aminosdurekonzentration (o.x
uMol-0.4 uMol Leucin/ml). In diesem Bereich ist die Giiltigkeit des Lambert-Beer-
schen Gesetzes fiir die Anfirbung der Aminosiduren gewilirleistet. Die gréssten Ab-
weichungen von der Standard-Kurve ohne Fe3+-Zusatz liegen im mittleren Konzen-
trationsbereich bei 26.2 ug Leucin/ml, wihrend der durch IFe?+ verursachte Fehler bei
geringeren und héheren Aminosiurekonzentrationen kleiner ist. Uber die Tendenz der
Aminosiduren, mit Fe(III)11.12, Cu(II)!? und Ni(IT)!* Komplexe zu bilden, wurde von
verschiedenen Autoren berichtet. Histidin ist mit der Fe-Komplex-Stabilitéitskon-
stante von 9.1 als ausgezeichneter Komplexbildner fiir Ie bekannt!s, Es wire denk-
bar, dass die besonders starke Stoérung der quantitativen Histidin- und Leucin-Be-
stimmung durch Fe3+ mit der hohen Komplexbildungs-Tendenz in Zusammenhang
zu bringen ist. Absorptionsspektren von Leucin bei Zusatz von IFe?+ (Iig. 4) und
Methionin in Gegenwart von Cu?+ (Fig. 5) nach Anfirbung mit Ninhydrin-Hydrindan-
tin lassen keine qualitativen Verinderungen als Hinweis auf eine Komplexbildung
erkennen. Fiir die auf Papierchromatogrammen hergestellten roten Cu-Komplexe
wird ein Absorptionsmaximum bei 510 nm angegeben!3, Eine endgiiltige Kldrung der
Wirkungsweise dieser Schwermetall-Kationen auf die Anfirbung von Aminosiuren
in wissriger Losung bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Von praktischer Bedeutung ist der stérende Einfluss von FFe3+ auf die sdulen-
chromatographische Bestimmung von Cysteinsiure. Bei einem Eisengehalt von 1 g
Eisen pro kg pflanzlicher Trockensubstanz kénnen bei der Analyse der sauren und
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Fig. 4. Absorptionsspektren von 1 mg Felt/ro ml Cit}atptlffcr, pH 4.25 (—

Wellenlinge (nm)

483

), von 13.1 ug

Leucin, mit Ninhydrin—Hydrindantin angefirbt (+ - -) und von 13.1 seg Leucin + 1 g IFed+, umge-
sctzt mit Ninhydrin—Hydrindantin (- - -), Leucin-Lésungen nach Anfirbung mit Alkohol-H,O

(1:1) auf 10 ml aufgefiillt,
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Fig. 5. Absorptionsspektren von 2 mg Cu?t/10 ml Citratpuffer, pH 4.25 (

—), von Methionin

(14.9 p1g), umgesetzt mit Ninhydrin-Hydrindantin (- - +) und von Methionin (14.9 ng) bei Zusatz
von 2 mg Cu?* nach Reaktion mit Ninhydrin-Hydrindantin (- - -). Methionin-Lésungen nach
Anfirbung mit Alkohol-H,O (1:1) auf 1o ml aufgefiillt.

neutralen Aminosiuren etwa 0.5 mg Eisen auf die Sdule eingeschleppt werden. In
der Annahme, dass der iiberwiegende Teil des Eisens bei der Cysteinsiure-Bestim-
mung nach dem alternierenden IFraktionssammler-Prinzip® erfasst wird, betrigt der

TFehler bei der Anfirbu

ng von 16.9 ug Cysteinsiiure/ml ca. 25-30 %,
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ZUSAMMENTFASSUNG

Die sidulenchromatographische Aminosidure-Analyse wurde in Gegenwart von
Schwermetall-Kationen durchgefiihrt. Im Elutionsdiagramm der Aminosduren wur-
den die Positionen der Banden von IFe3+, Cu?+ und Ni2+ festgelegt. Der Fe'+-Peak
tiberlappt Cysteinsiure. Im Gegensatz zu IFe®+ werden Cu?*+ und Ni%+ in IForm stark
verbreiterter Banden eluiert, die unter Valin und Methionin, bzw. Methionin, Iso-
leucin und Leucin liegen. Bei der Anfirbung der Aminosiuren Cysteinsiure, Cystin,
Leucin und Histidin mit Ninhydrin-Hydrindantin bewirkt Fe?+-Zusatz eine signi-
fikante Erhtéhung der Extinktionswerte. Auf den durch Fe®+ verursachten Fehler bei
der sdulenchromatographischen Cysteinsiure-Bestimmung wird hingewiesen.

SUMMARY

Amino acids were analyzed by ion-exchange chromatography in the presence of
heavy metal cations. The positions of FFe3+, Cu2+ and Ni2?+ were determined under
conditions used for the separation of amino acids on Amberlite CG 120. The IFed3+-
peak is eluted together with cysteic acid. Valine and methionine overlap with Cu?+,
while the position of Ni?+ 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 chromato-
graphic determination of cysteic acid.
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