128 NOTES

amphoteren Celluloseaustauscher sowohl ein Einfluss der pK-Werte der ionischen
Gruppen als auch ein Einfluss der Molekiilgrésse und des nichtionischen Teils der

Molekiile bemerkbar machten.
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CHROM. 3334
vKontmulerllches Elutionssystem fur die lonenaustausch-Chromatographle
unter Verwendung linearer Gradlenten

Die von Comn':2 fiir die Auftrennung der Nucleotide eingefiihrte Ionenaus-
tausch-Chromatographie wurde von HURLBERT ¢ @l.? 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 YJ:MM“ spéter durch schr1ttwelses Reduzie-
ren des Mischungsvolumens.

- Der einfachste Gradient wird durch Verbmdung zweier gleicher zyhndnscher
‘Behilter 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
1 X 10 (Formiatform) wurde das in Fig. I schematisch dargestellte Mischflaschen-
system verwendet, wobei die Verbindungen aus Silikonschlduchen und die Unter-
brechungen als Schlauchquetschhihne ausgefiihrt waren. Fiir die Inbetriebnahme
‘wurden bei den geschlossenen Schlauchquetschhéhnen a, b, ¢ und den offenen d, f,
£ dle emzelnen Flaschen mit folgenden Elutionsmitteln gefiillt. - :

H,0 (400 ml) :

0.3 N HCOOH (400 ml)

0.3 N HCOOH (500 ml)
4.0 N HCOOH (500 ml)
Alrr = 4.0 N HCOOH (500 ml)

Brrr = 1.0 M HCOONH, in 4.0 N HCOOH (5oo ml).
In. den Glaskapillaren Sy, Srr und Sirr steigt dabei das F 1u551g1xe1tsn1veau

.
b i
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Fig. 1. gchematische Darstellung des Mischflaschensystems zur kontinuierlichen Elution unter
Verwendung von drei linearen Gradienten. (Erklirung und Funktion siche Text).

jeweils bis zum Punkt s3. Nach Schliessen von d; wird mit Stickstoff ein zusédtzlicher
Druck an das Flaschensystem gelegt, wodurch in Sir und Sirr jeweils der Punkt syt
erreicht wird. Nach Schliessen von d, wird dann in Sy der Fliissigkeitsspiegel bis
s111 gedriickt. Sobald e geschlossen und die Magnetrithrwerke R in Betrieb genommen
sind, kénnen in allen Mischsystemen die Verbindungen bei b und c wiederhergestellt
werden. Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die Flaschen Az, Arr und Ajrr nicht durch
horizontales Riihren von unten, sondern durch vertikales. von der Seite zu durch-
mischen. Nach Offnen des Hahnes e, der gleichzeitig auch als ‘‘safety catcher’ fiir
Stromausfall oder Kollektoriiberfiillung dient, steigt bei Ablauf des ersten Misch-
systems A1 Bi die Konzentration an Ameisensdure 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 s3 bzw. in Sy11, der Punkt s11
erreicht wird. Bei weiterem Sinken des Flissigkeitsspiegels beginnt das zweite
Flaschenpaar Apr Bir sich zu entleeren, wodurch die Ameisensdurekonzentration
im Elutionsmittel linear auf 4.0 IV weitersteigt. Das dritte Mischflaschensystem
A1rr Brrr bewirkt dann in der 4.0 N Ameisensiure einen linear verlaufenden Am-
moniumformiat-Gradienten von o bis zu einer Endmolaritit von 1.0.

Wird das in Fig. 1 wiedergegebene Mischflaschensystem zur Erreichung
grosserer Auftrennungsgeschwindigkeiten unter erhéhtem Druck gefahren, so soll der
Gaspolster iiber der Fliissigkeit in den einzelnen Flaschen mdglichst klein und das
Volumen des Druckbehilters im Vergleich zum Volumen der iibrigen Anlage méglichst
gross gehalten werden. Nach Schliessen von g wird die gesamte Anlage inklusive des
Druckbehilters unter einen am Manometer M ablesbaren Uberdruck gesetzt und nach
Schliessen von d, bzw. d, das Fliissigkeitsniveau in den drei Kapillarrohren S1 Sr1 und
S111 auf gleiche Ausgangshdhe emgestellt Dann wird, wie bereits vorher beschrieben,

vorgegangen.
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Fig. 2. Elutionsdiagramm der freien Nucleotide und Zuckerphosphate (Dowex 1 X 10; Formiat-
form). A = Auftrennung der Nucleotide nach HURLBERT ¢¢ al.3, B = Auftrennung der Nucleotide
nach- der Modifikation von GILBERT AND YEMMS. C = Auftrennung der Nucleotide und Zucker-
phosphate nach der Modifikation von STEHLIKXK UND ALTMANNS, D = Auftrennung der Nucleotide
und Zuckerphosphate mit dem in Fig. 1 angegebenen Mlschﬂaschensystem 1 = Cytidin-5"-mono-
phosphat; 2 = D1phosphopyr1d1nnucleo1:1d 3 = Cytidin-5’-diphosphat-deriv.; 4 = Adenosin-5’-
monophosphat; 5 = Hexose-monophospha.t 6 = Tnose-monophosphat 7 = Tr1phosphopyr1dm-
nucleotid; 8§ = Guanosm-s ‘monophosphat; 9.= Uridin-5 -monophosphat 10 = Anorganisches
Phosphat; 11 = Inosin-5’-monophosphat; 12 = Adenosin-s’-diphosphat; 13 = Rlboﬁavmdl-
phosphat; 14 = Phosphorglycerat; 15 = Guanosm-s ‘-diphosphat-mannose; 16 = Uridin-5'~
dlphosphat-N-acetylglucosa.mm, 17 == Uridin-5 -dlphosphat-glucose; 18 = Adenosin-2’-mono-
phosphat-5’ -dlphosphat-rxbose; 19 = Guanosin-5’-diphosphat; 20 = Fructose-1,6-diphosphat;

21 = Cytidin-5’-triphosphat; 22 = Ur1dm-5 -chphospha.t, 23 = Adenosin-5 -tmphosphat 3 24 =
2 3-D1phosphoglycera.1: ‘25 = Guanosin-5’ -tmphospha.t 26 = Uridin-5’ —trlphosphat :

Die durch dieses System erfolgende Auftrennung der freien Nucleotide und
Zuckerphosphate an Dowex 1 X 10 ist in der Fig. 2 wiedergegeben (Gradientenver-
lauf D). Zum Vergleich sind die ebenfalls an Dowex I X Io0 erzielten Auftrennungen,
sowie die dafiir verwendeten Gradienten an HCOOH und HCOONH, von HURLBERT
et al’3 (Grad1entenver1auf A) und deren Modifikationen von GILBERT UND YEMM?
(Grad1entenver1auf B) sowie von STEHLIK UND ALTMANNS (Grad1entenverlauf C)
eingezeichnet.
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