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EINLEITUNG

Bei der quantitativen Bestimmung der Aminosdurenzusammensetzung von
Lésungen mittels automatisch arbeitender Aminosiurenanalysatoren dient als Nach-
weismethode eine von MOORE uUND STEIN'? 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 gehéren seine vielfach beschriebene unge-
niigende Stabilitdt bei lingerer Aufbewahrung mit einer hohen Empfindlichkeit
gegeniiber Sauerstoff und geringgradigen chemischen Verunreinigungen, ferner seine
Empfindlichkeit gegeniiber Temperaturerhhungen iiber Zimmertemperatur hinaus
und seine Lichtempfindlichkeit. Diese Einfliisse kénnen eine ungleichmiissige Farb-
ausbeute der Ninhydrin—Aminosiduren-Reaktion bewirken?® und die Genauigkeit der
Methode stark beeintrichtigen. So sind die zahlreichen Versuche zu verstehen, die
darauf abzielen, die Stabilitit des Ninhydrinreagenzes zu erhéhent-8. Durch die
Verfiigbarkeit von hoch gereinigtem Ninhydrin in den letzten Jahren wurde diese
jedoch wohl am meisten verbessert.

OKUYAMA UND SATAKE? berichten im Rahmen ihrer Arbeiten iiber Aktivierungs-
reaktionen fiir Proteine, dass Trinitrobenzolsulfonsiure (TNBS) mit priméren Amino-
gruppen in Aminoséuren, Aminen und Peptiden reagiert unter Bildung eines Trinitro-
phenyl Aminosduren- Komplexes Diese Verbindungen besitzen ein Absorptions-
maximum bei etwa 350 nm in alkalischer Lésung. Es wurden zahlreiche Trinitro-
phenyl-Aminosiuren synthetisiert und einige kinetische Eigenschaften dieser Reaktion
untersucht!®, TNBS wird seitdem in der Enzymologie!! und Protéinchemie!? ver-
wendet. Ferner konnten AzZEcAMI UND IwaA1!3 zeigen, dass TNBS auch mit Nuklein-
sduren (Ribose und Guanin) reagiert. TNBS hat als Aminosdurenreagenz gegeniiber
Ninhydrin u. a. die Vorteile, dass es nicht sauerstoffempfindlich ist und die Reaktion
bei Zimmertemperatur ablduft. Die Reaktion mit Aminosduren ist ferner reversibel,
‘Das' Aminosdurenmolekiil bleibt bei der Reaktion unverdndert.

TNBS wird inzwischen zur Bestimmung von «-Amino-N14.15, freien Aminogrup-
pen in Proteinen!® 17 und von Aminosiduren nach Pap1erchromatograph1e und Elektro-
phorese!®:  verwendet, Auch als Aminosiurenreagenz bei séulenchromatographischer
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Aminosidurentrennung ist TNBS verwendet worden2%2l, Dazu ist jedoch eine ‘An-
derung des in automatischen Aminosiurenanalysatoren vorliegenden Analysenganges
notwendig, und die Autoren betonen, dass es schwierig sei, ‘quantitative Bestim-
mungen durchzufithren. Als Hauptnachteile der bisher beschriebenen Methoden
miissen das Fehlen eines leistungsfihigen Reagenzpuffers angesehen werden, sowie
die Tatsache, dass TNBS mit einer zuséitzlichen Pumpe in das Analysensystem ein-
gepumpt werden muss. Das Ziel dieser Arbeiten war es, diese Nachteile zu beseitigen
und damit eine einfache und genaue Methode zum Nachweis von Aminosduren nach
sdulenchromatographischer Trennung mit TNBS zu entwickeln. Diese Methode sollte
neben der Ninhydrinmethode ohne Modifikationen des in handelsiiblichen, auto-
matischen Aminosdurenanalysatoren vorliegenden Analysenschemas anwendbar sein.
Die Genauigkeit der Methode, ihre Empfindlichkeit und die Wirkung von verschie-

denen Reaktionsbedingungen auf Intensitit und Ablauf der Farbreaktion wurden
gepriift.

AMINOSAURENNACHWEIS MIT TNBS

Nach Pritfung der verschiedenen Einflussmoglichkeiten wurde die folgende
Methode zum Nachweis von Aminoséduren in automatlschen Ammosaurenanalysatoren
mit Hilfe von TNBS entwickelt.

Saulenchromatograph,lsche Amlnosaurenanalysen wurden nach dem von STEIN
et al.?? angegebenen Verfahren durchgefiihrt. Es wurden Elutionspuffer pH 3.25, 4.25
und 5.28 verwendet. Die automatischen photometrischen Messungen wurden mit
einem Photometer “Eppendorf”’ (Hamburg) mit Durchflusskiivette, Schichtdicke
10 mm und Stufenfilter Hg 313-366 nm vorgenommen. Die Extinktion der ent-
standenen Trinitrophenyl-Aminosiuren wurde kont1nu1er11ch mit elnem Schrelber
(Philips PR 3210 U/o01) registriert. ‘ : o

' Ninhydrinreagenz wird durch einen 10%igen Natrlumcarbonatpuffer -+ I.4 ml
6 N NaOH/100 ml Puffer ersetzt. Der Reagenzpuffer wird dem Elutlonspuff.er im
Verhiltnis 1 + 2 kontinuierlich‘zugemischt. TNBS befindet sich 'in den Elutions-
puffern bis zu einer Konzentration von 6o mg/100 ml Die Reaktion erfolgt in etwa
15 Minuten bei Zlmmertemperatur

E m_ybﬁndlwhkmt und Genauiglkeit der Methode
Die in der vorllegenden Messanordnung erzielte Genauigkeit und Empﬁndhch-
keit der Methode sind in Tabelle I zusammengestellt. ’
Der Nachweis mit TNBS erwies sich als etwa halb so empfindlich wie mit thydrm
Ahnliche Ergebnisse werden fiir den Aminosiéurennachweis mit TNBS nach papier-
chromatographischer Trennung erhalten?®. ‘‘Die Reprodunerbarkelt war - jedoch
deutlich besser als bei Verwendung von Ninhydrin. Mit Ninhydrin’ lag in dieser
Messanordnung dle Streuung be1 allen untersuchten Ammosauren um 3-—7 % hoher

Einfluss verschiiedener Reaktionsbedingungen auf die IF arbrea/etwn ‘
Es wurde der Einfluss folgender Faktoren auf Intensitit und Ablauf der I‘a.rb-
reaktion 'Lnalys1ert Zusammensetzung des Reagenzpuffers pH-Wert ‘Reaktionszeit,

Aufbewa,hrungszelt der Losungen, TNBS- Konzentra.tlon, Amlnosa.urenkonzentra-
t1on ‘ .
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vl'-‘TABELL]: I

. ERZIBLTE GENAUIGKEIT DES AMINOSAURENNACHWEISES MIT TNBS NACH AUTOMATISCHER SAULENE.
| CHROMATOGRAPHISCHER ANALYSE VON SAUREN UND NEUTRALEN AMINOSAUREN SOWIE EIN VER-
GLEICH DER EMPFINDLICHKEITLN BEIDER NAC]«IWEISMETHODEN (5 BESTIMMUNGEN) "

'Ammosdum ; Stremmga a '-Emgbﬁndlwhkeu .
o in Prozent - TNBS:Ninhydrvin
Tau + 4.8 . 0.6
Asp . £ 5.2 0.4
Thre + 3.1 0.6
" Ser £ 4.6 ‘ 0.4
Glu * 5.3 ' 0.4
Citr + 3.4 0.4
Gly k47 0.5
Ala -+ 1.0 0.4
- Cys 4+ 3.1 0.6
Val 4 2.3 0.6
Met "+ 5.3 0.5
Ileu + 4.0 C 0.9
Leu 2.8 - 0.6
Tyr + 4.1 0.6
Phe 3.3 0.5

- BDSTIMMUNG OPTIMALER REAKTIONSBEDINGUNGEN

. M etkodzsakes | SRS N : : ‘
~ Die photometrlschen Messungen zur Analyse der einzelnen dJe Reaktion be-
. einflussenden Faktoren wurden mit einem Doppelstrahl-Spektralphotometer (Leitz-
- 'Unicam 'SP 800) mit automatlscher Reglstrlerung der Extinktion: durchgefiihrt. Die
_~Messungen erfolgten mit einer. Kuvettenwechsela.utomatlk mit.der. jeweils 4 Ansitze
-in definierten; Zeltabstanden ‘von 50 sec—I5 min gemessen werden konnten bei einer "
'\We]lenlange von 350 nm. Die Schwhtdlcke der Kuvetten betrug 10. mm, Die Farb-"
‘ -.jreaktlon zwischen Ammosauren und: TNBS (Fa. Serva—Entwwklungslabor, Heidel-
- berg) wurde.in einem Losungsgemlsch aus. Elut:onspuffer und Reagenzpuffer unter- -
sucht. Als Elutlonspuffer wurden Cltratpuffer pH 3.25, 4.25 und 5.28 verwendet..
o Elutlonspuffer und Reagenzpuffer wurden in einem bei: automatischen Aminosduren-
.analysatoren {iblichen Mlschungsverhaltms von 2 + I gemischt. Wenn nicht anders
-‘angegeben, wurde ein Ammosa,urengemlsch aus 18- Aminosiduren mit-einer Gesamt- -
-+ konzentration von 0.1 uMol/ml verwendet. Die, emzelnen Ammosauren lagen in dlesem‘- "
s Gemlsch in einer Konzentration von 0.0015-0.3 uMol/ml vor. =
D1e Amlnosaurenfarbung mit. TNBS und die TNBS-Elgenfarbung wurden durch -
‘dle optlsche Differenz der Inten51ta.ten von Messstrahl und Verglelchsstrahl bei 350 nm ;
“:‘erhalten i A : S S SR

Ammosé,urenf&rbung = Dxtmktmnp,-obe — Extlnktlonmnns
‘ TNBSB! enf#j.rbung = Extmktxonmnns —-.Extmktlonx,oo,won
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TABELLE II

ZUSAMMENSETZUNG DER ANSATZE VON AMINOSAUREN-TNBS-REAKTIONSGEMISCH, TNBS-
EIGENFARBUNG UND LEERWIERT ‘

Ansalz : Elutions- - Awminosduren TNBS
: Reagenzpuffer

Probe 241 -+ -+

TNBS-Eigenfarbe 2 41 e -

Leerwert 241 — _

Reagenzpuffer und pH-Wert

‘Als Reagenzlésungen wurden NaHCO,; Na,CO,, NaaHPO4, NaH,PO, uncl
NaOH verwendet. Die Geschwindigkeit der Farbentwicklung, wie bekannt!?, nahm
mit zunehmender Alkalinitit des Reaktionsgemisches zu, die durch Verwendung
der Reagenzldsungen in folgender Reihenfolge erzielt wurde: NaH,PO,, Na,HPO,,
NaHCO,, Na,CO,, NaOH.

In automatischen Aminosiurenanalysatoren betrigt die Reaktionszeit mit
Ninhydrin etwa 10-25 Min. Diese Zeit wird durch die Lénge des Teflonkapillar-
schlauches im Reaktionsbad bestimmyt. ’

LEin Gemisch aus Elutionspuffer pH 3.25 und Aminosiuren wurde mit NaOH
auf pI-I-Werte zwischen 6.0 und 11.5 eingestellt (8 Stufen). Dann wurde nach Zugabe
von wissriger TNBS bis 20 mg/100 ml die Reaktion iiber 2.5 Std. untersucht (F:g I).

Extinktion

]

1.6 -

20 <0 60 80 100 120 160 . 160 min .

Fig, 1. Verlauf der Farbentwicklung zwischen Aminosiuren und TNBS bei unterschiedlichem
pI—I-Wert der Losung von pH 6.0 bis 11,5 iiber 2.5 Std

Zwischen pH 6.5 und 8.0 nimmt die Extlnktmn mit steigendem pH-Wert in
2.5 Std. etwa kontinuierlich zu. Bei héheren pH-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 beidiesem pH-Wert
fast 1 Std. konstant und fillt dann langsam ab. Bei pH 0.5 und 11.5 ist das Maximum
der Extinktion schon nach 5-10 Min. erreicht. Durch die sich sehr rasch entwickelnde
Eigenfarbe der Lésung bei diesen pH-Werten erreicht das Extinktionsmaximum
nicht-mehr die Héhe wie bei niedrigeren pH-Werten und fillt ausserdem sehr rasch ab.
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Daraus ergibt sich, dass fiir die Verwendung in automatischen Aminosiuren-
analysatoren mit Reaktionszeiten zwischen 10 und 25 Min. das Reaktionsgemisch
pH-Werte zwischen etwa 9.2 und 10.2 besitzen muss. Liegen lange Kapillarschlduche
in den Geriten vor mit Reaktionszeiten zwischen 15 und 25 Min., empfehlen sich fiir
das Reaktionsgemisch pH-Werte zwischen 9.2 und 9.7, bei kiirzeren Reaktionszeiten
(5—15 Min.) pH-Werte zwischen 9.7 und 10.2.

pH-Tilrationen

Zur Erzielung von stabilen pH-Werten zwischen 9.2 und 10.2 nach Mischung
mit Elutionspuffer im Verhiltnis 2 + 1 kamen von den bisher gepriiften Reagenz-
l6sungen 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 mit 6, 10 und
14 %igem Natriumcarbonatpuffer vorgenommen (Fig. 2, I). ,

I
pH
10.0 1 : ‘ 14 %ig
J 10%ig
8.0 ‘ 6§ %ig
6.0
d
4.0 4
10 20 30 40 50%
Reagenzpuffer
pH I
12,0 - Kf —— NaOH
b ' pH 528
10.0- Lo pH 425
- i pPH3.25
8,0 4
6,0 4
4.0 1 NaOH
1 2 ¢ 6 &  tom
10 20 0 40 50%
Reagenzpuffer

Fig. 2. (I) Titrationskurven von Elutionspuffer pH 3.25 mit Natriumcarbonatlésung (Reagenzpuf-
fer) 6 %ig, 10 %ig und 14 %ig. (II) Titrationskurven von drei bei siulenchromatographischen Ami-
nos#éurenanalysen verwendeten Elutionspuffern mit 10 %iger Nazcoa-lﬁsung + 1.4 ml 6 N NaOH/
100 ml Puffer sowie d1e Tltra.tlonskurve des Elutlonspuffers pH 3.25 mit 1.5 N NaOH,

Der nach Mischung im Verhaltnls 2 +x errelchte pH-Wert stelgt mit zuneh-
mender Na,CO,-Konzentration von pH 8.0 auf etwa g.4. Bei Verwendung héher
konzentrierter Na,COg-Lésungen stieg der pH-Wert nicht wesentlich weiter an. Um
nach Mischung mit Elutionspuffer konstante pH-Werte von 9.5-10.2 zu erreichen,
wurde ‘dem Na,CO,-Puffer Natronlauge zugesetzt. Als giinstigste Mischung erwies
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sich 1.4 ml 6 N NaOH/100 ml 10 %iger Na,CO,-Lésung. Die pH-Werte lagen nach
Mischung dieses Puffers mit 3 verschiedenen Elutionspuffern pH 3.25; 4.25 und 5.28
im Verhiltnis 1 + 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 Reagenzpuffer und Elutionspuffer bei dem sich ein-
stellenden pH-Wert von 9.5-10.5 nicht auf. Mit diesem Reagenzpuffer kénnen durch
Anderung der Natronlaugezugabe die pH-Werte nach Mischung mit Elutionspuffer
variiert und auf die in den einzelnen Geréten 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
Farbentwicklung zwischen TNBS und Aminosiuren 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,CO,-Lésung.

Einfluss verschiedener ovganischer Losungsmittel auf die Farbbildung

Durch Zugabe verschiedener organlscher Loésungsmittel zum Reaktionsge-
misch, wie Methyliathylketon, Picolin, Athyl-, Propylalkohol, Ditithylither, Chloro-
form, Pyridin, Xylol, und Tetrachlorkohlenstoff, konnte die IFarbbildung nicht
deutlich verstirkt werden. Acetonzugaben zum Reaktionsgemisch zeigten eine gering-

gradig positive Wirkung, die offenbar auf einer nach der Acetonzugabe nachweisbaren
Erhéhung des pH-\/Vertes beruhte.

Zumischung von TNBS

Die Loésung von TNBS in 10 %igem Natriumcarbonatpuffer -~ NaOH fiihrte
in wenigen Minuten zu einer raschen Zunahme der Eigenfarbe dieser L&sung. Die
Zumischung von TNBS zum Reagenzpuffer analog der 7usa.mmensetzung des Nm-
hydrinreagenzes schied daher fiir TNBS aus.

TNBS wurde deshalb dem Elutionspuffer zugemischt. TNBS wird von den fiir
die Amxnosaurenchromatographle verwendeten - Kationenaustauschern praktlsch
nicht zurlickgehalten und fliesst zusammen mit dem Elutionspuffer kontinuierlich
durch die Sdule. Bei diesem Verfahren konnte das in den Aminosdurenanalysatoren
vorliegende Nachweisprinzip unverindert fiir den Nachweis mit TNBS verwendet
werden., TNBS und Aminosiduren passieren gemeinsam die Sdule. Die Farbreaktion
zwischen TNBS und den Aminosiduren soll nach Elution durch Zumischen des ba-
sischen Reagenzpuffers ausgelést werden. Von der Zumlschung von TNBS zum
Elutionspuffer muss gefordert werden: ‘

(x) dass das TNBS-Elutmnspuffer-Gemlsch genhgend lange Zeit haltbar ist.
(Es sollte wie beim Nachweis mit Ninhydrin méglich sein, einen fhr mehrere Wochen
reichenden Vorrat an Elutlonspuffer herzustellen), :

(2) dass es bei einer iiber. 15~20 Std. dauernden sa,ulenchromatographlschen

An’tlyse auf der Sdule nicht zu einer nennenswerten’ Reakhon zw1schen Aminosduren
und TNBS kommt

Haltbarkeit des TNBS-Elutwnsjmﬁer-Gemzsches '
Die Elutionspuffer pH 3.25, 4.25 und 5.28 wurden ]ewells mrt TNBS in vier
verschiedenen Konzentrationen gemischt (xo, 30, 60 und go mg/x00 ml) und 4 Wochen
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aufbewahrt. Bei den Puffern mit 60 und go mg TNBS pro 100 ml Puffer trat im Laufe
der Aufbewahrung ecine zunehmende Gelbfirbung auf. Bei der Wellenliéinge 350 nm
war im Laufe der Aufbewahrung jedoch fiir diese TNBS-Konzentrationen nur eine
schwache Zunahme der Extinktion festzustellen, die bei medrlgeren TNBS-Konzen-
trationen noch geringer war (Fig. 3, I). ; . . - ~ *

I
Exlinkfion ;:-—---—) beipH 5,28
2.0" ]
goms THE P
s ;
r04soms L2 h
0mgTNBST A =
Eme INes — . e~
4 8 122 16 20 24 28 32 Tage
Extinktion I
60 mg TNBS = r——'——'bﬂl pH 528
1.0+ ‘ : L
1omg TNBS A bei pHI.25
o v o M -y v v D \a ]
) P-4 4 [ 8 10 12 14 16 . Tage
Extinktion I
0.2 1

07'-1 60 mg TNBS beipH 528
——%—be“ﬂ# 325

e omeremy . - el QG TNBS beipH 3.25,528

2 4 6 8 10 12 14 16 78 Std :

I‘:g 3. (I) Zunahme der TNBES-Eigenfarbe bei 350 nm bei Aufbewahrung von drei Elutlonspuffern
pI-I 3.25, 4.25 und 5,28 mit je vier verschiedenen TNBS-Konzentrationen, 10, 30, Go und go mg/100
ml ‘Puffer iiber 4 Wochen. (II) Bildung des Trinitrophenyl-Aminosiuren-Komplexes mit TNBS-
Elutionspuffer-Gemischen, die iiber 2 Wochen aufbewahrt wurden. Die Messung erfolgte 2 X
tdaglich jeweils nach 25 Min. Reaktionszeit. (I1I) Farbentwicklung zwischen Aminosiuren und
TNBS in Elutionspuffer pH 3.25 und 5.28 bei einer TNBS-Konzentration von ro und 6o mg/100
m! tiber 18 Std. Gemessen wurde die Extinktion des Elutlonspuffer—TNBS——Ammoséturen—Geml-
sches gegen Elutxonspuft’er—TN BS-Gemisch (Simulierung der Verhiltnisse auf der Sxule).

Eme zunehmende Alkalinitdt des Elutlonspuffers bewirkt bei allen TNBS-Konzen-
trationen eine geringfiigig erhéhte Eigenfiarbung.

Es wurde daraufhin untersucht, ob die Ammosauren—TNBS-Reaktlon durch
lingere Aufbewahrung des TNBS-Elutionspuffer-Gemisches beeinflusst wird. Elutions-
puffer pH-3.25 und 5.28 und TNBS-Konzentrationen von je 10 und 60 mg/roo ml
wurden iiber 2 Wochen aufbewahrt und deren Extinktion nach Zugabe von Amino-
sduren in téglichen Abstinden gemessen. Fig. 3, II zeigt den Verlauf derjenigen
Extinktionen iiber 2 Wochen, die tiglich 25 Min. nach Zugabe von Aminosiuren
gem.ssen werden konnten. Diese blieb iiber die Dauer von 14 Tagen nahezu gleich.

Reaktionm zwischen Aminosduren und TNBS auf der Sdiule wihvend dev Elution
-~ -Nach Zugabe von Aminosiiuren und TNBS zum Elutionspuffer pH 3.25 und
5.28 bei einer TNBS-Konzentration von ro und 6o mg/100 ml wurde iiber einen Zeit-
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raum von 20 Std. die Extinktion gemessen (Fig. 3, III). Diese Messungen wurden
tédglich iiber 8 Tage und einmal wéchentlich fiir weitere 2 Wochen vorgenommen. .
Bei einer TNBS-Konzentration von 10 mg/x00 ml ist die Reaktion zwischen
Aminosiduren in TNBS im Elutionspuffer pH 3.25 und 5.28 wihrend 18 Std. kaum
messbar. Bei 60 mg TNBS/x100 ml ist in 18 Std. eine ganz schwache Zunahme der
Extinktion zu erkennen, die im Puffer pH 5.28 stirker ist als bei pH 3.25. Die Extink-
tion lag bei 18 Std. Aufbewahrung jedoch unter 5 % der Extinktion, die 30 Min. nach
Zugabe von Reagenzpuifer gemessen wurde. Bei Arbeiten an der automatischen
Aminosiurenapparatur kommen die Aminosiuren auf der Sdule jedoch nur 3-35 Std.
mit dem Elutionspuffer pH 5.28 in Beriithrung. Die aus Fig. 3, I1I erkennbare dusserst
geringe Reaktion zwischen Aminosiuren und TNBS auf der Siule ist bei vergleichen-
den sidulenchromatographischen Analysen etwa gleich und kann vernachlissigt
werden. : 4
Nach den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen waren wichtige Voraus-
setzungen fiir die Durchfithrbarkeit dieser Methode gegeben. In den folgenden
Experimenten wurde die fiir diese Methode giinstigste TNBS-Konzentration ermittelt.
Ferner interessierte die Frage, ob unter diesen Versuchsbedingungen die TNBS-
Aminosiuren-Reaktion dem Lambert-Beerschen-Gesetz folgt und eine lineare Eich-
kurve bei verschiedenen Aminosiurenkonzentrationen aufgestellt werden kann.

Einfiuss dev TNBS-Konzenivation auf die F arbehtwicklung
Es wurde die Farbentwicklung in Elutionspuffer pH 3.25 bei TNBS-Konzentra-
tionen von 10-160 mg/x00 ml iiber 1.5 Std. bei pH 9.5 gemessen (Fig. 4).

Extinktion
10m
] 20mg
1.6 - 40mg
.2
0.8 4
80mg

0.4

—— 120 Mg

0.0 160mg

—| U ' Y T y 4 L T

NN T T ’
20 40 60 80 100 - 120 min

Tig. 4. Bildung des TNBS-Aminosiuren-IKomplexes bei verschiedenen TNBS-IKonzentrationen,
von 10 bis 160 mg/roo ml.

Die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen TNBS und Aminosiuren bei gleichem
pH-Wert der Lésung nimmt in den ersten 30 Min. bei steigender TNBS-Konzentra-
tion zu. Die TNBS-Konzentration zeigt damit, wie zu erwarten, auf die Reaktions-
geschwindigkeit eine dem pH-Wert dhnliche Wirkung, da bei héheren TNBS-Konzen-
trationen die Aminosiuren -eher Gelegenheit haben, mit dem Reaktionspartner zu-
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sammenzutreffen. Bei TNBS-Konzentrationen unter 40 mg % steigt die Extinktion
bis 1.5 Std. nach Beginn der Reaktion an. Bei 80 mg % ist das Extinktionsmaximum
schon nach 15 Min. erreicht und fillt infolge der sich rasch entwickelnden Eigenfarbe
danach wieder ab. Dieser Effekt ist bei TNBS-Konzentrationen von 120 und 160 mg/
100 ml noch deutlicher, so dass das bei 40 und 80 mg nachweisbare Extinktions-
maximum nicht mehr erreicht wird. Die optimale- TNBS-Konzentration diirfte fiir
diese Methode zwischen 40 und etwa 70 mg/100 ml liegen. Im Hinblick auf die lingere
Aufbewahrungsmdéglichkeit der TNBS-Elutionspuffer-Gemische bei niedrigeren
TNBS-Konzentrationen und die geringe Reaktion zwischen TNBS und Aminosiduren
wéhrend der Elution auf der Siule ist eine TNBS-Konzentration um 40 mg/roo ml
Reaktionsgemisch zu empfehlen. Die TNBS-Konzentration im Elutionspuffer muss
dann 60 mg/100 ml betragen, da dieser nach Elution 2 + I mit Reagenzpuffer ge-
mischt wird.

Einfluss der Aminosdurenkonzenivation ‘

Die Farbreaktion zwischen TNBS und Aminosiduren wurde mit Glutaminsiure
verschiedener Konzentration bei einer TNBS-Konzentration von 40 mg/xoo ml und
pH-Wert von 9.6 gemessen. Bis 0.2 uMol Glutaminsiure pro ml war unter den hier
gewihlten Messbedingungen die gemessene Extinktion nach 25 Min. Reaktlonszelt
der Glutaminsdurekonzentration proportional.

Nach dieser beschriebenen Methode kann ohne Modifikationen des Analysen-
schemas in automatischen Aminosiurenanalysatoren (2 Sdulenverfahren) neben Nin-
hydrin TNBS als Nachweisreagenz verwendet werden. Es muss lediglich die Mdéglich-
keit zur Absorptionsmessung des Trinitrophenyl-Aminosiuren-Komplexes bei 350 nm
eingebaut werden, sofern diese nicht vorhanden ist. Beimm Nachweis mit TNBS ist die
Verwendung eines Stufenfilters, z.B. 313-366 nm, zur Erzielung einer hohen Nach-
weisempfindlichkeit zu empfehlen. Es ist bekannt, dass die Absorptionsmaxima der
einzelnen Trinitrophenyl-Aminosiuren-Komplexe in alkalischer Lésung nicht alle
genau bei 350 nm liegen®.

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

(1) grossere Stabilitéit gegeniiber geringfiigigen 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 gegenuber Peptiden.

Die bessere Reproduzierbarkeit der Messungen gegeniiber Ninhydrin wurde
auch nach papierchromatographischer Trennung von SHINODA UND SATAKE hervor-
gehobenls,

Nachteile der Methode sind:

(1) vor allem die Unempfindlichkeit von TNBS gegeniiber Prolin und Oxyprolin,

- (2) bei der Analyse der basischen Aminosiuren eine zuweilen zu beobachtende
geringfiigige aufwiirts gerichtete Drift der Basislinie. Dieses tritt jedoch auch mit
Ninhydrin bel Verwendung starker bas1scher Elutlonspuffer im Emsaulen-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 zusitzliche Analyse und der Nachweis der Substanzen mit TNBS weitere
wertvolle Aufschliisse iiber die Zusammensetzung des Materials. Als besonders vorteil-
haft kann sich die wesentlich héhere Reaktionsempfindlichkeit von TNBS  mit
Peptiden im Vergleich zu Ninhydrin erweisen!?. Die Peptidkonzentration besitzt
bei der Untersuchung vieler biologischer Fliissigkeiten besonderes Interesse. Die
Peptidbestimmung kann ferner bei der Beurteilung des erreichten Aufspaltungsgrades
von Proteinhydrolysaten nach unterschiedlich langer Hydrolyse sehr aufschlussreich
sein. Durch Verwendung von Ninhydrin und TNBS ist es mdoglich, stickstofffreie,
aber Ninhydrin positive Substanzen zu erkenmnen, die im Chromatogramm von Pro-
teinhydrolysaten und biologischen Fliissigkeiten auftreten kénnen (z. B. Ketosiuren).
Dazu muss das Reaktionsverhalten dieser Stoffe gegeniiber Ninhydrin und TNBS
jedoch weiter untersucht werden. Neben der bekannten Tatsache, dass TNBS mit
Ammoniak nicht reagiert, wird in den Chromatogrammen keine Extinktion bei der
Elution von Cysteinsidure und Harnstoff gemessen.

Bis zu einer Konzentration von 0.2 uMol/ml Aminosiure folgt die TNBS-
Aminosiuren-Reaktion unter diesen Versuchsbedingungen dem Lambert-Beerschen-
Gesetz. Abhingig von der Empfindlichkeit der einzelnen Gerite fiir den Aminosiduren-
nachweis mit TNBS werden fiir eine Analyse von den einzelnen Aminosiuren Mengen
bis etwa 0.5 pMol bené6tigt. Bei einer Flussrate (Elutionspuffer -+ Reagenzpuffer) von
60 ml pro Std. ist eine einzelne Aminosiure in etwa 10-20 Min. eluiert. Sie liegt nach
der Elution damit in einer Fliissigkeitsmenge von 10-20 ml vor, und ihre Konzentra-
tion fillt in den linearen Bereich der Eichkurve.

Die TNBS-Aminosduren-Derivate sind lichtempfindlich!®., Es empfiehlt sich
daher, das Reaktionsbad vor intensiver Beleuchtung zu schiitzen. Eine vollstéindige
Abdunklung erscheint vorteilhaft, jedoch nicht notwendig. -Ebenso sind die TNBS-
haltigen Elutionspuffer geniigend haltbar, wenn sie vor intensiver Dauerbelichtung
geschiitzt werden. Eine voriibergehende Aufbewahrung bei Tageslicht zeigte keinen
schidlichen Einfluss. :
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ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird eine Methode beschrieben zum Nachweis von Aminosiuren mit 2,4,6-
Trinitrobenzolsulfonsiure (TNBS). Unter Beibehaltung des im Analysator fiir den
Ninhydrinnachweis vorhegenden Ana.lysenschemas kann dieses Nachweisreagenz
statt Ninhydrin wahlweise in automatisch arbeitenden Aminosiurenanalysatoren
verwendet werden. Es muss lediglich die Méglichkeit zur Messung der Extinktion
bei 350 nm bestehen. TNBS wird den Elutionspuffern bis zu einer Konzentra-
tion von 60 mg/1o0 ml zugesetzt. Statt Ninhydrinreagenz wird dem Eluat als
Reagenzpuffer 10 %ige Na,CO,-Lésung (wasserfrei) - 1.4 ml 6 N NaOH/100 ml
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Losung im Verhidltnis 1 4 2 zugemischt. Die Reaktion zwischen Aminosduren und
TNBS lduft bei Zimmertemperatur und pH 9.2-9.3 in etwa 10-20 Min. ab. Der
Aminosidurennachweis mit TNBS erwies sich als halb so empfindlich wie mit Nin-
hydrin. Dei Streuung der Analysenwerte lag um 3-7 % niedriger als beim Nachweis
mit Ninhydrin, Zur Bestimmung optimaler Reaktionsbedingungen im Rahmen dieser
Methode wurde der Einfluss verschiedener Puffer, des pH-Wertes organischer Lésungs-
mittel, der TNBS- und Aminosiurenkonzentration getestet. Die fiir diese Methode
erforderlichen Reagentien sind tiber 2—-4 Wochen haltbar.

SUMMARY

2,4,6-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/1oo ml buffer). The
ninhydrin reagent is replaced by a 10 % Na,CO,; (anhydrous) solution -+ 1.4 ml of
6 N NaOH per roo ml of solution which is continuously added to the elution buffer
in a ration of 1:2. The reaction between amino acids and TNBS takes place in the
teflon coil at room temperature at pH 9.2-9.3 within 10—-20 min. The sensitivity of
the method was about 50 % 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 are stable
for about 2—4 weeks. : P
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