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amphoteren Celluloseaustauscher sowohl ein Einfluss der pK-Werte der ionischen 
Gruppen als such ein Einfluss der Molekiilgr&se und des nichtionischen Teils der 
Molekiile bemerkbar machten. 
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;Kontinuierliches Eltitionssystem fur die Ilonenaustausch-Chromatographie 
runter Verwendung linearer tiradienteq 

Die von CoH~192 ftir die Auftrennung der Nucleotide eingeftihrte Ionenaus- 
-tauschChromatographie wurde von NURLBERT et aL3 zu einem System weiterent- 
wickelt, in dem fiir diese Auftrennung die Konzentration des Elutionsmittels konti- 
nuierlich ansteigt. Nachteilig sind dabei aber der oftmalige Wechsel der Elutions- 
mittelvorratsflaschen, die schlechte Konstanz des Fliissigkeitsvolumens in der Misch- 
.flasche und die nach kurzer Zeit eintretende starke Verflachung des Gradienten. Dem 
letzten Nachteil begegneten GILBERT UND Y.IZMM~ spater durch schrittweises ,Reduzie- 
ren des Mischungs~olumens; 

Der einfachste Gradient ‘Lvird durch Verbindung zweier gleicher zylindrischer 
Beh~lter an der Basis erreicht. Durch das Hintereinanderschalten solcher Systeme 
kann ,der Gradient steiler gelegt bzw. ein zweites Elutionsmittel eingefiihrt werden. 

Fiir die Auftrennung der freien Nucleotide und Zuckerphosphate an Dowex 
‘I x IO (Formiatform) wurde das in Fig. I: schematisch dargestellte Mischflaschen- 
system verwendet, wobei die Verbindungen aus Silikonschl&xhen und die Unter- 
‘brechungen als Schlauchquetschh~hne ausgeftihrt waren. Ftir die Inbetriebnahme 
.wurden bei den ‘geschlossenen SchlauchquetschhQhnen a, b, c und den offenen d, f, 
g die einzelnen Flaschen mit folgenden Elutionsmitteln gefiillt. 

AZ = H,O (400 ml) 
.% = 0.3 N HCOOH (400 ml) 
AI1 = 0.3 NHCOOI-I (500 ml) 
&I I 4.0 NHCOOH (500 ml) 
AII~ = 4.0 NHCOOH (500 ml) 
Brrr = r.oM HCOONHain4.0 NHCOOH (500ml). 

. Tn. den Glaskapillaren S.t, !+I und Srrr steigt dabei das FXissigkeitsniveau 
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Fig. r . Schcmatischc Darstcllung dcs Mischflaschensystems zur ltontinuierlichen Elution unter 
Verwendung von drci linearen Gradienten. (Erl&Lrun~ und Funktion siche Text). 

jeweils bis zum Punkt sf. Nach Schliessen von d1 wird mit Stickstoff ein zusatzlicker 
Druck an das Flaschensystem gelegt, wodurch in SIX und Srrr jeweils der Punkt SII: 
erreicht wird. Nach Schliessen von d, wird dann in Srrr der Fltissigkeitsspiegel bis 
~1x1: gedriickt. Sobald e geschlossen und die Magnetrtihrwerke R in Betrieb genommeri 
sind, kijnnen in allen Mischsystemen die Verbindungen bei b und c wiederhergestellt 
werden. Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die Flaschen AI, Arr und Arrr nicht durch 
horizontales Rtihren von unten, sondern durch vertikales von der Seite zu durch- 
mischen. Nach t)ffnen des Hahnes e, der gleichzeitig such als “safety catcher” fur 
Stromausfall oder Kollektortiberfiillung dient, steigt bei Ablauf des ersten Misch- 
systems Al Br die Konzentration an Ameisensaure im Elutionsmittel linear von o 
bis 0.3 N. Dabei sinkt der Fliissigkeitsspiegel bis auf das Bodenniveau des, obersten 
Flaschenpaares, wobei im Kapillarrohr SIX der Punkt sr bzw. in SII~, der Punkt SIX 
erreicht wird. Bei weiterem Sinken des Fliissigkeitsspiegels beginnt das zweite 
Flaschenpaar Air Brr sich ‘zu entleeren, woduirch die Ameisensaurekonzentration 
im Elutionsmittel linear auf 4.0 N weitersteigt. Das dritte’ Mischflaschensystem 
Arrr Brr~ bewirkt dann in der 4.0 N Ameisensaure einen linear verlaufenden Am- 
moniumformiat-Gradienten von o bis zu einer Endmolaritat von 1.0. 

Wird das in Fig. I wiedergegebene Mischflaschensystem zur Erreichung 
grijsserer Auftrennungsgeschwindigkeiten unter erhijhtem Druck gefahren, so sol1 cler 
Gaspolster iiber der Fliissigkeit in den einzelnen Flaschen moglichst klein und das 
Volumen des Druckbehalters im Vergleich ium Volumen der tibrigen Anlage miiglichst 
gross gehalten werden. Nach Schliessen von g wird die gesamte Anlage inklusive des 
Druckbehalters unter einen am Manometer M ablesbaren merdruck gesetzt und nach 
Schliessen von d, bzw. d, das Fliissigkeitsniveau in den drei Kapillarrohren Sr Srr und 
.Srrr auf gleiche Ausgangshijhe eingestellt . Dann ‘wird,“wie bereits vorher beschrieben, 
vorgegangen. 

J. Clrromatog., 34 (1968) 128-130 



=3o NOTES 

Elutionsvolumen Austauschervolumen 
/ 

Fig. 2. Elutionsdiqramm dcr freien Nuclcotide und Zuclrerphosphate (Dowcx I x ro; Formiat- 
form). A = Auftrennung der Nucleotide nach HURLBERT eE al.?. I3 = Auftrennung der Nuclcotide 
nach der Modifikation von GILBERT AND YBMMQ. C = Auftrennung der Nucleotide und Zucker- 
phosphate nach der Modifilration von STBHL~IC UND ALTMANN~. D = Auffrennung der Nucleotide 
und Zuclrerphosphate mit dem in Fig., I angegebenen Mischflaschensystem. I = Cytidin-g’-mono- 
phosphat; 2 =I: Diphosphopyriclinnucleotid ; 3 = Cytidin-5’~diphosphst-cleriv, ; 4 = Adenosin-g’- 
monopliospl~at; 5 = Hexose-monophosphat; 6 = Triose-monophosphat; 7 = Triphosphopyridin- 
nuclcotid ; 8 = Guanosin-5’-monophosphat; g I Uridin-5’-monophosphat ; IO = Anorganisches 
Phosphat ; I r = Inosin-g’-monophosphat; 12 = Adenosin-5’-diphosphafz; 13 = Riboflavindi- 
phosphat ; r4 = l?hosphor@ycerat ; I 5 = Guanosin-5’-diphosphat-mannose; 16 = ,Uridin-5’- 
diphospha+N-acetyl@ucosamin; ~7 = Uridin-5’-diphosphat-glucose; 18 = Adenosin-2’-mono- 
phosphat-5’-diphosphat-ribose; rg = Guanosin-5’-diphosphat; 20 = Fructose-r,6-diphosphat; 
21 F Cytidin-g’-triphosphat; 22 = Uridin-5’-diphosphat; 23 = Adenosin-5’-triphosphat; 24 = 
2, g-Diphosphoglycerat ; 25 = Guanosin-5’-triphosphat; 26 = Uridin-5’-triphosphat. 

Die durch diesel System erfolgende Auftrennung der freien Nucleotide und 
Zuckerphosphate an Dowex 1: x ‘TO ist in der Fig. 2 wiedergegeben (Gradientenver- 
lauf D). Zum Vetigleich sind die ebenfalls an Dowex I x IO erzielten Auftrennungen, 
sowie die dafiir verwendeten Gradienten an HCOOH und HCOONH, von HURL&T 
et id.? (Gradientenverlauf A) und deren Modifikationen von GILBERT UND YEMMQ 
(GSadientcnverlauf 13) sowie von STEMLIK UND ALTMANN~ (Gradientenverlauf C) 
eingezeichnet. 
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