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EINLELTUNG 

Bei der quantitativen Bestimmung der Aminos5urenzusammensetzung von 
LBsungen mitt& automstisch arbeitender Aminosaurenanalysatoren dient als Nach- 
weismethode eine von MOORE UND STE~N~P~ entwickelte Vorschrift, die sich des 
Ninhydrins ,bedient.,, Dieses Reagenz hat jedoch bei Anwendung in Routineanalysen 
Nachteile, die bei quantitativen Messungen eine Reihe besonderer Vorsichtsmass- 
nahmen erfordern. Zu diesen Nachteilen gehiiren seine vielfach beschriebene unge- 
niigende Stabilittit bei langerer Aufbewahrung mit einer hohen Empfindlichkeit 
gegentiber Sauerstoff und geringgradigen chemischen Verunreinigungen, ferner seine 
Empfindlichkeit gegentiber Temperaturerhijhungen Uber Zimmertemperatur hinaus 
und seine Lichtempfindlichkeit. Diese Einfltisse kijnnen eine ungleichm&sige Farb- 
ausbeute der Ninhydrin-Aminosgiuren-Reaktion bewirken” und die Genauigkeit der 
Methode stark beeintrachtigen. So sind die zahlreichen Versuche zu verstehen, die 
darauf abzielen, die Stabilitgt des Ninhydrinreagenzes zu erh6hen4-8. Durch die 
Verftigbarkeit von hoch gereinigtem Ninhydrin in den let&en Jahren wurde diese 
jedoch wohl am meisten verbessert. 

OKUYAMA UND SATAX@ berichten im Rahmen ihrer Arbeiten tiber Aktivierungs- 
reaktionen fiir Proteine, dass Trinitrobenzolsulfons&.rre (TNBS) mit primaren Amino- 
gruppen in Aminosauren, Aminen und Peptiden reagiert unter Bildung eines Trinitro- 
phenyl-Aminos&uren-Komplexes. Diese Verbindungen besitzen ein Absorptions- 
maximum bei etwa 350 nm in alkalischer Losung. Es wurden zahlreiche Trinitro- 
phenyl-Amino&uren synthetisiert und einige kinetische Eigenschaften dieser Reaktion 
untersuchtro. TNBS wird seitdem in der Enzymologiell und Proteinchemien? ver- 
wend& Ferner konnten AZEGAMI UND 1~~113 zeigon, dass TNBS such mit Nuklein- 
sauren (Ribose und Guanin) reagiert. TNBS hat als Aminosgurenreagenz gegentiber 
Ninhydrin u. a. die Vorteile, dass es nicht sauerstoffempfindlich ist und die Reaktion 
bei Zimmertemperatur ablguft. Die Reaktion nit Aminosauren ist ferner reversibellO. 
Das Aminos&_rrenmolektil bleibt bei der Reaktion unvergndert . 

TNBS wird inzwischen zur Bestimmung von ti-Amino-N14+, freien Aminogrup- 
pen in’ Proteinen10~17 und von Aminos&uren nach Papierchromatographie und Elektro- 
phoresefs, lo verwendet, Auch als Aminos%urenreagenz bei s$i.ulenchromatograpl~iscl~er 
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Aminos&.urentrennung ist TNBS verwendet worden 20~21. Dazu ist jedoch eine An- 
derung des in automatischen Aminostiurenanalysatoren vorliegenden Analysenganges 
notwendig, und die Autoren betonen, dass es schwierig sei; quantitative Bestim- 
mungen durchzuftihren. Als Hauptnachteile der bisher beschriebenen ‘Methoden 
mtissen das Fehlen eines leistungsf%igen, Reagenzpuff ers angesehen werden, sowie 
die Tatsache, class TNBS mit einer zusgtilichen Pumpe in das Analysensystem ein- 
gepumpt werclen muss. Das Ziel dieser Arbeiten war es, diese Nachteile zu beseitigen 
und damit eine einfache und genaue Methode zum Nachweis von AminosZuren nach 
s5ulenchromatographischer Trennung mit TNBS zu entwickeln. Diese Methode sollte 
neben der Ninhydrinmethode ohne Modifikationen des in handelstiblichen, auto- 
matischen AminosZurenanalysatoren vorliegenden Analysenschemas anwendbar sein. 
Die Genauigkeit der Methode, ihre Empiindlichkeit und die Wirkung von verschie- 
denen Reaktionsbedingungen auf 1ntensiCi.t und Ablauf der Farbreaktion wurden 
gepriift. 

AMINOShJRENNACHWEXS MLT TNBS 

Nach Priifung der verschiedenen Einflussmiiglichkeiten wurde die folgende 
_ 

Methode zum Nachweis von Aminos&uren in automat&hen Amino&urenanalysatoren 
mit Hilfe von TNBS entwickelt. 

S&ulenchromatographische Aminos&urenanalysen wurden nach dem von STEIN 

et aZ.22 angegebenen Verfahren durchgeftihrt. Es wurden Elutionspuffer pH 3.25, 4.25 
und 5.28 verwendet. Die automatischen photometrischen Messungen wurden mit 
einem Photometer “Eppendorf” (Hamburg), mit Durchflussktivette, Schichtdicke 
IO mm und Stufenfilter Hg 313-366 nm vorgenommen. Die Extinktion der ent- 
standenen Trinitrophenyl-Aminosauren wurde kontinuierlich mit einem Schreiber 
(Philips’ PR 3210 U/001) regjstriert. ’ 

Ninhydrinreagenz wird durch einen Io%igen Natriumcarbonatpuffer +, 1.4 ml 
6 N NaOH/I’ oo ml: Pnffer ersetzt. ‘Der Reagenzpuffer, wird ‘dem Eluti’onspuffer im 
Verhtiltnis L + 2 ,kontinuierlich ‘iugemischt. TNBS befindet sich ‘in den Elutions- 
puffern bis zu einer Konzentration von Go mg/Ioo ml. ‘Die Reaktion erfolgt in’etwa 
15 Minuten bei Zimmertemperatur. . :< I. 

Em~fimiVichi~eit icm? Genauiglzeit der Methode : :, / 

Die in der vorliegenden Messanordnung erzielte Genauigkeit und Empfindlich- 
keit der Methode sind in Tabelle I zusammengestellt. . 

Der Nachweis mit TNBS erwies sich als etwa halb so empfindlich wie’mit Ninhydrin. 
&-Lnliche Ergebnisse’ w&den ftir den Aminosgurennachweis mit TNaBS nach papier- 
chromatographischer Trennung erhaltenl*. “Die Reproduzierbarkeit war jedoch 
deutlich besser als bei Verwendung von ,.Ninhydrin. Mit Ninhydrin lag in ,dieser 
Messanordnung die Streuung bei allen untersuchten Aminos&_nen urn 3-7 .% hoher. 

‘, I. 

Einjihss verscil.iedener Xeaiztio?zsbedingzme~~ azlf die Farbreaiztion 
Es wurde der Einfluss folgender Faktoren auf Intensit&t und Ablauf der Farb- 

real&ion analysiert : Zusam&nsetzung des Reagenzpufiers, pH-Wert, ‘Rcaktionszeit, 
Aufbewahrungszeit der Lbsungen, TNBS - Ronzentration, Aminosaurenkonzentra- 
tion. ‘I ” _ ! I. _. : ‘, .: ‘, , 
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I3lZZ&E'&At+Cl3~l! DES AMINOSiiTJRENNACHWlISES MIT TNBS NACH AUTbMATISCNER SitULENi 
~CiIROMhTOGRAPHISCNER ANALYSE VON SAUREN YN?, NEUTRALEN ,AMINOS~I+IJN SOWIg EIN VER- 
GLEICW :DEti’ EMPFINDLI&ICBITEN BEIDER NACZ~3WBLSMETNODEN (5 BESTIMM~NGEN) 

.,, 

Aminosdure Stve&ung Enzpfhd&JcReil 
4 in Prozent TIVBS : Nh~~ydriut 

Tau f 4.8 0.6 

M? i= 5-2 0.4 
Thre f 3.1 0.4 

Ser zt 4-6 0.4 
Glu =t: 5*3 0.4 
Citr f 3.4 o-4 
Gly f 4-7 0.5 
Ala f I.0 o-4 
CYS f 3.1 0.4 

Val f 2.3 0.6 
Met =t: 5.3 0.5 

lieu =t 4.0 0.9 
Leu f i.8 o;G 
‘Tyr zt 4-I ‘0.63 

Pile =t 3-3 0.5 

” : 

,: 
BESTLifMUNG OPTLM@J3R REAKTIONS13EDINdiTNGEN 

.' 

Metkod’isches * * ‘, : * 

,Die photometrischen Messungen zur Analyse per. einzelnen die Reaktion be- 
einfhissenden Faktoren, ,wmden mit ein’em ~Doppelstrahl~Spektralphotoineter (Leitz- 

Unicam SE) 8oc):, mit automatischer, Registrierung der ,E+tinktion. durchgeftihrt; Die 
,Messungen :erfol@en mit einer K~vettdnwcchselaut,~~atik; mit der jeweils ‘4 Ans&tze 

,;ini dt&.nierten, Zeitabst&nden .,von,:5o. sec_r’$ min gemessen werden konnten bei einer _ 
Wellenl&Gge iron, 350”‘nm. Die Schichtdicke der Kiivetten betrug IO, mm, Die Farb- 
reaktion ‘zwischen Aminos&uren’ und TNBS .(Fa. Serva-Entwicklungslabor, Heidel- 
berg) w&de~,in;e+%n ‘Ltisungsgdmisch aus Elutionspuffer und Reagenzpuffer unter- . 

sucht. Als Elutionspuffer wurden ,Citratpuffer pH 3.25, 4.25 und 5.28 verwendet. ..,1 ., 
Elutionspuffer und ,Reagenzpuffer ywixden in einem bei,automatischen Aminosauren; 

‘s analysatoren’.(Ebiic,hen’Mischungsverh@.ltnis ,voti 2. -t_ I gemischt. Wenn nicht anders 
angegeben; wurde‘ ein.‘Amines&urenge,misch, aus, 18 Amino&n% mit einer Gesamt- 
konzentratien von .O.I ,pMcl/r$ verwendef; Die.einzelnen Amjno&uren lagen in ‘diesem. 
Gemisch in .~inerKorizentr~tipn,von ‘o.ooZ$o.$ $$ol/ml vor. ’ , 
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TABELLE II 

ZUSAMMENSETZUNG .tiER ANS~TZE VON AMINOSXUREN-TNBS-REAICTIONSGEMISCW, TNBS- 
EIGENBxRBUNG UND LEERWZRT 

Ansatz Elutions- + 
Rcagenzpuffer 

Amilzoslluren Z-NBS 

Probe 2fI + + 
TNBS-Eigcnfarbc 2+x - + 
Lecrwert 2fI - - 

Xeagem~u#iw wad j!diT- Wert ‘. 

Als Reagenzlosungen wurden NaHCO,, Na,CO,, Na,HPO,, NaH,PO, und 
NaOH verwendet. Die Geschwindigkeit der Farbentwicklung, wie bekannt?O, nahm 
mit zunehmender Alkalinit&t des Reaktionsgemisches zu, die durch Verwendung 
der ReagenzBsungen in folgender Reihenfolge erzielt wurde: NaH,PO,, Na,HPO,, 
NaHCO,, Na,CO,, NaOH. 

In automatischen Aminos5urenanalysatoren betr&gt die Reaktionszeit mit 
Ninhydrin etwa x0-25 Min. Diese Zeit wird durch die Lange des Teflonkapillar 
schlauches im Reaktionsbad bestimmt. 

Fin Gemisch aus Elutionspuffer pH 3.25 und Aminosguren wurde mit NaOH 
auf pH-Werte zwischen 6.0 und x1.5 eingestellt (8 Stufen). Dann wurde nach Zugabe 
von wassriger TNBS bis 20 mg/roo ml die Reaktion iiber 2.5 Std. untereucht (Fig. I). 

Ewtinktian 

1.6 

0.4 

0.6 

20 10 60 80 100 120 110 160 min 

Fig. I, Vcrlauf cler Fsrbentwiclclung iwischen AminosDuren uncl TNBS bci untcrschiecllichcm 
PI-I-Wcrt der LGsung von pE_I G.o bis 11.5 iibcr 2.5 Std. 

Zwischen pH 6.5 und 8.0 nimmt die Extinktion mit steigendem pH-Wert in 
2.5 Std. etwa kontinuierlich zu. Bei hijheren pFI:Werten ist die Extinktionszunahme 
am Anfang sehr stark und wird mit’zunehmender Reaktionszeit geringer. Bei pH 9.5 
ist das Extinktionsmaximum etwa nach 30 Min. erreicht. Es bleibt bei diesem pH-Wert 
fast I Std. konstant und f&llt dann langsam ab. Bei p1-I 10.5 und 1~;s ist das Maximum 
der Extinktion schon nach s-10 Min. erreicht. Durch die sich sehr rasch entwickelnde 
Eigenfarbe der LiSsung bei diesen pH-Werten erreicht das Extinktionsmaximum 
nichtmehr die HiShe wie bei niedrigeren pH-Werten und f5ll.t ausserdem sehr rasch ab. 
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Daraus ergibt sich, dass ftir die Verwendung in automatischen AminosGuren- 
analysatoren mit Reaktionszeiten zwischen IO und 25 Min. das Reaktibnsgemisch 
pH-Werte zwischen etwa 9.2 und 10.2 besitzen muss. Liegen lange I<apillarschl&xhe 
in den Gergten vor mit Reaktionszeiten zwischen 15 und 25 Min., empfehlen sich ftir 
das Reaktionsgemisch pH-Werte zwischen 9.2 und 9.7, bei ktirzeren Reaktionszeiten 
(5-15 Min.) pH-Werte zwischen 9.7 und 10.2. 

jbEl-Titrationen 
Zur Erzielung von stabilen pH-Werten zwischen 9.2 und 10.2 nach Mischung 

mit Elutionspuffer im Verhaltnis 2 + z kamen von den bisher geprtiften Reagenz- 
lijsungen nur Natriumcarbonatpuffer infrage. Im folgenden wurde das pH-Verhalten 
verschieden konzentrierter Natriumcarbonatpuffer nach Mischung mit Elutions- 
puffer untersucht, Es wurden Titrationen von Elutionspuffer pH 3.25 nit 6, IO und 
14 %igem Natriumcarbonatpuffer vorgenommen (Fig. 2, I). d 

14 ‘% ig 
10 %ig 

6 % ig 

1 

30 40 50% 
Reagenzpuffer 

10 20 30 10 50. % 
Reagenzpuffer 

Fig. 2. (I) Titrationskurvcn von Elutionspuffer pH 3*25 mit Natriumcarbonatldsung (Reagenzpuf- 
fcr) 6 %ig, 10 O/dig und 14 %ig. (II) Titrationskurven von droi bei sLul~nchromatographischen Ami- 
no&iurenanslysen verwendetq Elutiotispiiffern mit ~dohiger Na,CO,-ldsung -t 1.4 ml G N NaOH/ 
IOO ml Puffer sowie die Titrationskurve des Elutionspuffers pH 3.25 mit 1.5 N NaOEI. 

Der nach Mischung im Verhaltnis 2 + I erreichte pH-Wert steigt mit zuneh- 
mender Na,CO,-Konzentration van’ pH 8.0 auf etwa 9.4; Bei Verwendung hiiher 
konzentrierter Na,CQ,-LiSsungen stieg der ,pI-I-Wert nicht wesentlich weiter an. Urn 
nach’ Mischung mit Elutionspuffer konstante pH-Werte von 9.5~ro,2 zu erreichen, 
wurde dem Na,CO,-Puffer Natronlauge zugesetzt. Als gtinstigste Mischung erwies 
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sich 1.4 ml 6 N Na0H/1oo ml ro %iger Na,CO,-L8sung. Die pH-Werte lagen nach 
Mischung dieses ‘Puffers mit 3. verschiedenen Elutionspuffern pH 3.25, 4.25 und 5.28 
im Verhaltnis I + 2 in einem ,pH-stabilen Bereich etwa zwischen 9.6 und x0.1 ‘(Fig. 
2, II) . . Diese Mischung ist fiir die Analyse geeignet. Eine Gasentwicklung in Form von 
CO, trat nach Mischung von Reagcnzpuffer und Elutionspuffer bei den sich ein- 
stellenden pH-Wert von g.s-Lo.5 nicht auf. Mit diesem Reagenzpuffer ktinnen durch 
Anderung der Natronlaugezugabe die pH-Werte nach Mischung mit Elutionspuffer 
variiert und auf die in den einzelnen Ger&ten vorliegenden Reaktionszeiten abge- 
stimmt werden. 

Durch Mischung von NaOH mit Elutionspuffer pH 3.25 waren, wie erwartet 
werden durfte, keine, stabilen pH-Werte zwischen pH 9.2 und 10.2 zu erzielen. Die 
Farbentwjcklung zwischen TNBS und Aminostiuren war jedoch in Reaktionsge- 
mischen, in denen die pH-Werte mit reiner NaOH eingestellt wurden, intensiver als 
bei Einstellung der gleichen pH-Werte nach Zugabe von Na&O,-Liisung. 

En&m verschiedener orga&dier Liiszcngsmittel atif die Farbbildztng 
Durch Zugabe verschiedener organischer Lijsungsmittel zum Reaktionsge- 

misch, wie Methylgthylketon, Picolin, Ethyl-, Propylalkohol, Digthylgther, Cliloro- 
form, Pyridin, Xylol, und Tetrachlorkohlenstoff, konnte die Farbbildung nicht 
deutlich verstgrkt werden. hcetonzugaben zum Reaktionsgemisch zeigten eine gering- 
gradig positive Wirkung, die offenbar auf einer nach der Acetonzugabe nachweisb,aren 
Erhdhung des pH-Wertes beruhte. . 

Zzmisclzztng van TNBS 
Die Ltisung von TNBS in IO %igem Natriumcarbonatpuffer + NaOH ftihrte 

in wenigen Minuten zu einer raschen Zunahme der Eigenfarbe dieser L&sung. Die 
Zumischung von TNBS zum Reagenzpuffer analog der Zusammensetzung des Nin- 
hydrinreagenzes schied.daher fur TNBS aus. 

TNBS wurde deshalb dem Elutionspuffer zugemischt. TNBS wird von den fiir 
die Aminos5urenchromatographie verwendeten Kationenaustauschern praktisch 
nicht zurtickgehalten und fliesst zusammen mit dem Elutionspuffer kontinuierlich 
durch die S&ule. Bei diesem Verfahren konnte’ das in den Aminos&urenanalysatoren 
vorliegende Nachweisprinzip unverandert fur den Nachweis mit, TNBS verwendet 
werden. TNBS und Aminosauren passieren gemeinsam die SSiule. Die Farbreaktion 
zwischen TNBS ,und den Aminos%uren sol1 nach Elution durch Zumischen des ba- 
sischen Reagenzpuffers ausgelijst werden. Von der Zumischung von TNBS zum 
Elutionspuffer muss gefordert werden: 

(I) dass das TNBS-Elutionspuffer-Gemisch geniigend lange Zeit haltbar ist. 
(Es sollte wie beim Nachweis mit Ninhydrin mijglich sein, einen fur mehrere Wochen 
reichenden Vorrat an Elutionspuffer herzustellen) , 

(2) ‘class es bei einer tiber. 15-20 Std. dauernden .s&uIenchromatographischen 
hnalyse auf der S%ule nicht zu einer nennenswerten Reaktion swischen Aminosguren 
und TNBS kommt. 

Haltbarlzeit .des TNBS-ELzctions34~~ey-Ge~~sclzes 
Die ElutionspufferpH 3125, 4.25 und’5.28 wurden jeweils mit TNBSin vier 

verschiedenen’.Konqentrationen gemischt (LO, 30, 60 und go mg/Ioo ml) und 4 Wochen 
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aufbewahrt. Bei den Puffern mit 60 und go mg TNBS pro IOO ml Puffer trat im Laufe 
der Aufbewahrung eine zunehmende Gelbfgrbung auf. Bei der Wellenlgnge 350 nm 
wax im Laufe der Aufbewahrung jedoch ffir diese ~TN13SyKonzentrationen nur eine 
schwache Zunahme der Extinktion festzustellen, die bei niedrige:ren TNBS-Konzen- 
trationen noch geringer war (Fig. 3, I). 1 

. . 4. -f , ,.: 

-... a 

I 

Eutinktion 

Ewtinktion Jr 
0.2 

0.1 

2 I 6 8 10 12 14 16 18 Sfd 

Fig. 3. (I) Zunahmc clcr TNBS-Eigcnfarbc boi 350 qrn bei Aufbewahrung von drei Elutionspuffern 
pW 3.25, 4.25 und 5.28 mit je vier vcrschicclenen TNBS-Konzcntrationen, IO, 30, Co und go mg/Ioo 
ml ‘Puffer i.iber 4 Wocht&. (II) Bildung’ des Trinitrophenyl-Aminoslurcn-Komplcxes mit TNBS- 
Elutionspuffer-Gemischon, die iiber 2 Wochen aufbewahrt wurden. Die Messung erfolgtc z x 
t&glich jeweils nach 25 Min. Reaktionszeit. (III) Farbentwicklung zwischen AminosLuren und 
TNBS in ,Elutionspuffe~ pt1 3.25 und 5.28 bei einer TNBS-Konzcntration von IO und 60 mg/xoo 
ml tiber x8 Std. Gemessen wurde die Extinktion des Elutionspuffer-TNBS-Aminostiuren-Gemi- 
sches gegen Elutionspuffer-TNBS-Gemisch (Simulierung der Verhtlltnisse auf der SBule) , 

Eine’ zuneh.mende. Alkalinitgt des Elutionspuffers bewirkt bei allen TNBS-Konzen- 
trationen eine geringftigig erhijhte EigenfSirbung. 

Es wurde daraufhin untersucht, ob die Aminos&_uen-TNBS-Reaktion durch 
langere Aufbewahrung desTNBS-Elutionspuffer-Gemisches beeinflusst wird. Elutions- 
puffer pII* und 5.28 und TNBS-Konzentrationen von je IO und 60 mg/Ioo ml 
wurden tiber 2 Wochen aufbewahrt und deren Extinktion nach Zugabe von Amino- 
sauren in taglichen Abstsnden gemessen. .Fig. 3, II zeigt den Verlauf derjenigen 
Extinktionen tiber z Wochen, ‘die taglich 25 Min. nach Zugabe von Aminosguren 
gem.>ssen werden konnten. Dies, blieb fiber die Dauer von 14 Tagen nahezu gleich.. 

Reakdionen awisclaen Anainosiiuren und TNE.3 auf deqS&de wiilarend der Elution 
,,Nach Zugabe von Aminosguren und TNBS zum Elutionspuffer- pH 3.25 und 

5.28 bei einer TNBS-Konzentration von IO und 60 mg/Ioo ml wurde tiber einen Zeit- 
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raum von 20 Std. die Extinktion gemessen (Fig. ‘3, III). Diese Messungen wurden 
tsglich ilber 8 Tage und einmal w&hentlich ftir weitcre z Wochen vorgenommen. 

Bei einer TNBS-Konzentration von IO mglloo ml ist die Reaktion zwischen 
Amino&i.uren in TNBS im Elutionspuffer pH 3.25 und 5.28 w&hrend 18 Std. kaurn 
messbar. Bei 60 mg TNBS/IOO ml ist in 18 Std. eine ganz schwache Zunahme der 
Extinktion zu erkennen, die im Puffer pH 5.28 stgrker ist als bei pH 3.25. Die Extink- 
tion lag bei 18 Std. Aufbewahrung jedoch unter 5 y0 der Extinktion, die 30 Min. nach 
Zugabe von Reagenzpuffer gemessen wurde. Bei Arbeiten an der automatischen 
Aminos&urenapparatur kommen die Aminosguren auf der S$i.ule jedoch nur 3-5 Std. 
nit dem Elutionspuffer pH 5.28 in Bert&rung. Die aus Fig. 3, III erkennbare &usserst 
geringe Reaktion zwischen Aminosguren und TNBS auf der S5iule ist bei vergleichen- 
den s&ulenchromatographischen Analysen etwa gleich und kann vernachl&ssigt 
werden . 

Nach den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen waren wichtige Voraus- 
setzungen ftir die Durchfiihrbarkeit dieser Methode gegeben. In den folgen,den 
Experimenten wurde die ftir diese Methode giinstigsteTNBS-Konzentration ermittelt. 
Ferner interessierte die Frage, ob unter diesen Versuchsbedingungen die TNBS- 
Aminos&uren-Reaktion dem Lambert-Beerschen-Gesetz folgt und eine lineare Eich- 
kurve bei verschiedenen Aminos%.urenkonzentrationen aufgestellt werden kann. 

Ei@bss der TNBS-Konzenzlratiout atif die Farbenntwickhmg 
Es wurde die Farbentwicklung in Elutionspuffer pH 3.25 bei TNBS-Konzentra- 

tionen von 10-160 mg/Ioo ml iiber x.5 Std. bei pH 9.5 gemessen (Fig. 4). 

Exthkiian 

0.0 %!J 

20 LO 60 80 100 120 min 

Fig. 4, Bildung des TNBS-Amino&urcn-Komplexcs bei vorschiedcnen TNBS-Konzentrationon, 
von IO his 160 mg/Ioo ml. 

Die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen TNBS und Aminos&uren bei gleichem 
pH-Wert der Lasung nimmt in den ersten 30 Min. bei steigender TNBS-Konzentra- 
tion zu. Die TNBS-Konzentration zeigt damit, wie zu erwarten, auf die Reaktions- 
geschwindiglceit eine dem pH-Wert,ahnliche Wirkung, da bei hiiheren TNBS-Konzen- 
trationen die Arninosguren .eher Gelegenheit haben, mit dem Reaktionspartner zu- 
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sammenzutreffen. Bei TN%-Konzentrationen unter 40’ mg o/o steigt die Extinktion 
bis 1.5 Std., nach Beginn der Reaktion an. Bci 80 mg y. ist das Extinktionsmaximum 
schon nach 1’5 Min. erreicht und fallt infolge der sich rasch entwickelnden Eigenfarbe 
danach’wieder ab. Dieser Effekt ist bei TNBS-Konzcntrationen von 120 und 160 mg/ 
IOO ml noch .deutlicher, so dass das bei 40 und 80 mg nachweisbare Extinktions- 
maximum nicht mehr erreicht wird. Die optimale TNBS-Konzentration dtirfte fur 
diese Methode zwischen 40 und etwa 70 mg/roo ml liegen. Im Hinblick auf die lgngere 
Aufbewahrungsmijglichkeit der TNBS-Elutionspuffer-Gemische bei niedrigeren 
TNBS-Konzentrationen und die geringe Reaktion zwischen TNBS und Aminosauren 
wahrend der Elution auf der S&rle ist eine TNBS-Konzentration urn 40 mg/Loo ml 
Reaktionsgemisch zu empfehlen. Die TNBS-Konzentration im Elutionspuffer muss 
dann 60 mg/Ioo ml betragen, da dieser nach Elution z + z mit Reagenzpuffer ge- 
misclzt wird. 

Einfluss der A~~i~zosiiurelz/o~ze?zbatio72 
Die Farbreaktion zwischen TNBS und Aminosauren wurde mit Glutarn.insCi.ure 

verschiedener Konzentration bei einer TNBS-Konzentration von 40 mg/Ioo ml und 
pH-Wert von 9.6 gemessen. Bis 0.2 ,uMol Glutaminsaure pro ml war unter den hier 
gewahlten Messbedingungen die gemessene Extinktion nach 25 Min. Reaktionszeit 
der Glutaminsaurekonzentration proportional. 

Nach dieser beschriebenen Methode kann ohne Modifikationen des Analysen- 
schemas in, automatischen Aminosaurenanalysatoren (2 SSiulenverfahren)~ neben Nin- 
hydrin TNBS als Nachweisreagenz verwendet werden. Es muss lediglich die Miiglich- 
keit zur Absorptionsmessung des Trinitrophenyl-Aminosguren-Komplexes bei 350 nm 
eingebaut werden, sofern diese nicht vorhanden ist. Beim Nachweis mit TNBS ist die 
Verwendung eines Stufenfilters, z.B. 313-366 nrn, zur Erzielung einer hohen Nach- 
weisenpfindlichkeit zu empfehlen. Es ist bekannt, dass die Absorptionsmaxima der 
einzelnen Trinitrophenyl-Aminos$uren-Komplexe in alkalischer Ltisung nicht alle 
genau bei 350 nm liegeno. 

Ein Vergleich der beiden Methoden zeigt folgende Vorteile der TNBS-Methode 
gegentiber Ninhydrin : 

(I) grlissere Stabilitat gegentiber geringftigigen methodischen Abweichungen, 
(2) keine Sauerstoffempfindlichkeit des Reagenzes, 
(3) einfache Herstellungsvorschriften, 
(4) Reaktionsablauf bei Zimmertemperatur, 
(5) geringere Kosten, 
(6) bessere Reproduzierbarkeit, 
(7) hohere Nachweisempfindlichkeit von TNBS gegeniiber Peptiden. 
Die bessere Reproduzierbarkeit der‘ Messungen gegentiber Ninhydrin wurde 

such nach papierchromatographischer Trennung von SHINODA UND SATAICE hervor- 
gehobenrs. 

Nachteile der Methode sind: 
(I) vor allem die Unempfindlichkeit von TNBS gegentiber Prolin und Oxyprolin, 
(2) bei der Analyse der basischen Aminosauren eine zuweilen zu beobachtende 

geringftigige aufwarts gerichtete Drift der Basislinie. Dieses tritt jedoch' such mit 
Ninhydrin bei Verwendung starker basischer ‘Elutionspuffer im Eins&ulen-Verfahren 
auf. 
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SCHLUSSFOLGERUNGEN 

Bei vielen Fragestellungen, bei denen auf die Bestimmung von Prolin bzw. 
Oxyprolin z. B. in komplexen biologischen Gemischen nicht verzichtet werden kann, 
liefert eine ~zusj;tzliche Analyse und der Nachweis der Substanzen mit TNBS weitere 
wertvolle Aufschltisse tiber die Zusammensetzung des Materials. Als besonders vorteil- 
haft kann sich die wesentlich hohere Reaktionsempfindlichkeit von TNBS mit 
Peptiden im Vergleich zu Ninhydrin erweisen lo. Die Peptidkonzentration besitzt 
bei der Untersuchung vieler biologischer Fhissigkeiten besonderes Interesse. Die 
Peptidbestimmung kann ferner bei der Beurteilung des erreichten Aufspaltungsgrades 
von Proteinhydrolysaten nach unterschiedlich langer IIydrolyse sehr aufschlussreich 
sein. Durch Verwendung von Ninhydrin und TNBS .ist es mijglich, stickstofffreie, 
aber Ninhydrin positive Substanzen xu erkennen; die im Chromatogramm, von Pro- 
teinhydrolysaten und biologischen Fltissigkeiten auftreten kijnnen (z. B. ,Ketos%uren) . 
Dazu muss ‘das Reaktionsverhalten dieser Stoffe gegentiber Ninhydrin und, TNBS 
jedoch weiter untersucht werden. Neben der bekannten Tatsache, dass TNBS mit 
Ammoniak nicht reagiert, wird in den Chromatograrnmen keine Extinktion bei der 
Elution von Cysteins&ure und Harnstoff gemessen. 

Bis zu einer Konzentration. von 0.2 ,uMol/ml Aminos%rre folgt die TNBS- 
Aminos%uren-Reaktion unter diesen Versuchsbedingungen dem Larnbert-Beerschen- 
Gesetz. Abh5ngig von der Empfindlichkeit der einzelnen GerBte fur den Amino&uren- 
nachweis mitTNBS werden fur eine Analyse von den einzelnen AminosZuren Mengen 
bis etwa 0.5 ~Mol beniitigt. Bei einer Flussrate (Elutionspuffer + Reagenzpuffer) von 
60 ml pro Std. ist eine einzelne Aminos5ure in etwa LO-20 Min. eluiert. Sie liegt nach 
der Elution damit in einer Fhissigkeitsmenge van, 10-20 ml vor, und ihre Konzentra- 
tion fgllt in den linearen Bereich der Eichkurve. 

Die TNBS-Aminosguren-Derivate sind lichtempfincllichl8. Es empfiehlt sich 
daher, das Reaktionsbad vor intensiver Beleuchtung zu schtitzen. Eine vollst5ndige 
Abdunklung erscheint vorteilhaft, jedoch nicht notwendig Ebenso sind die TNBS- 
haltigen Elutionspuffer geniigend haltbar, wenn sie vor intensiver Dauerbelichtung 
geschtitzt werden. Eine voriibergehende Aufbewahrung bei Tageslicht zeigte keinen 
schgdlichen Einfluss. 

DANIC 

Wir danken der Stiftung Volkswagenwerk fiir die finanzielle Unterstiitzung. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine Methode beschrieben zum Nachweis von Aminos~uren mit 2,4,6- 
Trinitrobenzolsulfons$ure (TNBS), Unter Beibehaltung des ‘im Analysator ftir den 
Ninhydrinnachweis vorliegenden Analysenschemas kann dieses Nachweisreagenz 
statt Ninhydrin wahlweise in automatisch arbeitenden Aminosgiurenanalysatoren 
verwendet werden, Es muss lediglich die Mijglichkeit zur Messung der Extinktion 
bei 350 nm bestehen. TNBS wird den Elutionspuffern bis zu einer Konzentra- 
tion von 60 mg/roo ml zugesetzt. Statt Ninhydrinreagenz wird dem Eluat als 
Reagenzpuffer ~o%ige Na,CO,-Lesung (wasserfrei) +- 1.4 ml 6 N NaOW/Ioo ml 
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Lasung im Verhaltnis I + 2 zugemischt. Die Realction zwischen Aminosauren .und 
TNBS ktft bei Zimmerternperatur und pH g.z-9.3 in etwa 10-20 Min. ab. Der 
Aminosaurennachweis mit TNBS erwies sich als halb so empfindlich wie mit Nin- 
hydrin. Dei Streuung der Analysenwerte lag urn 3-7 Y0 niedriger als beim Nachweis 
rnit Ninhydrin, Zur Bestimmung optimaler Reaktionsbedingungen im Rahmen dieser 
Methode wurde der Einfluss verschiedener Puffer, des pH-Wertes organischer Lijsungs- 
,mittel, der TNBS- und Aminos5urenkonzentration getestet. Die ftir diese Methode 
erforderlichen Reagentien sind tiber 2-4 Wochen haltbar. 

SUMMARY 

z,4,6-Trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) can be used for the quantitative 
determination of amino acids in automatic amino acid analyzers. If light absorption 
can be measured at 350 nm, TNBS can be used without further technical modifications 
instead of ninhydrin. TNBS is added to the elution buffers (60 mg/zoo ml buffer). The 
ninhydrin reagent is replaced by a IO y. Na,CO, (anhydrous) solution + 1.4 ml of 
6 N NaOH per IOO ml of solution which is continuously added to the elution buffer 
in a ration of I : 2. The reaction between amino acids and TNBS takes place in the 
teflon coil at room temperature at pH g.z-9.3 within 10-20 min. The sensitivity of 
the method was about 50 oh of that of ninhydrin. The reproducibility of the measur- 
ement was significantly better. For optimum conditions the influence of various 
buffers, of pH values, of various added organic solvents, and of the TNBS and amino 
acid concentrations was tested. The reagents used for the measurements 
for about 2-4 weeks. **r 
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