
NOTES 

CHROM. 5205 

Eine einfache Methode zum Giulenchromatographischen Machweis der 
Peroxydase 

Bei Untersucbungen tiber die s~ulencl~romatograplliscl~e Trennung der Iso- 
enzyme der Perosydase aus partiell gereinigten Homogenaten von Rebenbkittern 
stellte sich heraus, dass die bisher angegebenen Bestimmungsverfahren nicht befric- 
dig-ten. Bei einer grijsseren Za.1~1 von Fraktionen ist der Nachweis nach CIW\NC~ UNI:, 
MhEFILY’, wie er von manchen Autoren, zum Teil modifiziert, verwendet wurdeQ--J, 
zu langwierig. &nliclres gilt fiir die von anderer Seites-7 benutxten Methoden, da 
die esakte Einhaltung bestimmter Zeiten bei langen Reihenuntersucbungen sellr 
St&end ist. 

Die Absorption der S&uleneluate wurde ferner bei 401-405 nm gemessene-11. 
Die so erbaltenen Gipfel sollen mit der Peroxydaseaktivitat, nachgewiesen clurch 
Oxydation von o-Dianisidin in Gegenwart von H,O,, iibereinstimmen”~r0. Dieses 
Verfahren eignet sic11 normalerweise vorztiglicb fi_ir die SKulencl~romatograpl~ie, da 
obne weiteres in der Durchflussktivette gemessen werden kann. Jedoch traten bei 
unseren Untersuchungen mit Rebenblatthomogenaten mehrere Nachteile auf: Die 
Estinktionswerte liegen bei grosseren Elutionsvolumina meist zu niedrig, so dass clie 
Gipfel nur scbwierig erkennbar sind. Bei nur partieller Reinigung des Homogenates 
stijrt such zuweilen die austretende Eigenfarbe und ftihrt zu irrigen Ergebnissen. Die 
bei 401-405 nm angezeigten Kurven waren nicht in allen Fraktionen mit denen der 
Peroxydase-Isoenzyme, nachgewiesen durch Polyacrylamid-Elektrophorese, iden- 
tiscb. 

Bei der elektrophoretischen Analyse der Peroxydasen aus RebenblatternW 13 
hatte sic11 bei uns die von SCHRAUWEN~” vorgeschlagene Methode bestens bewahrt. 
Wir prtiften daher, ob diese Reaktion such fur den s~ulencl~ron~atograpl~ischen Nacb- 
weis brauchbar w&e. Dabei erwies sic11 folgendes Verfahren als sehr vorteilbaft : 

0.5 ml Eluat (pH 7.0-7.5) wird mit 0.5 ml einer frisch zubereiteten Losung nach 
SCHRAUWEN versetzt. Man inkubiert 1-2 h bei Zimmertemperatur und vermischt 
dann die Losung mit 5 ml 70 %igem Ethanol. Dadurch wird die Reaktion gestoppt 
und ein eventuell auftretender Niederschlag gel&t. Die Messung kann nun sofort 
oder innerhalb von G 11 bei 500-510 nm erfolgen. In dieser Zeitspanne wurde keine 
Veranderung der Extinktion beobacbtet. In den folgenden 12 11 vermindert sic11 
die Estinktion nur sehr unwesentlicb um cn. 0.01. Die aufgetretene I%rbung ist also 
selir haltbar. 

Die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse stimmen mit denen der elektro- 
phoretischen Analysen iiberein. 

Die in der Vorschrift von SCHIZAUWIZN~~ angegebene ‘H,O,-Menge steht im 
richtigen Verhaltnis zu den Substratkonzentrationen, sie kann aber noch urn IOO o/o 
erhijht werden, wobei die Extinktion ansteigt. Sie darf aber nicht niedriger angesetzt 
werden. Liegt das pH-Optimum der Peroxydase nicbt im Bereich von 7.0 bis 7.5, 
dann muss die Inkubationslijsung entsprecbencl eingestellt werden. Bei extremer Ver- 
dtinnung der Peroxydasekonzentration kann die Eluatmenge im Reaktionsansatz 
erhiiht werden, jedoch muss eine zu starke Verdiinnung des zugesetzten Alkohols 
vermieden werden. Verg~llung des Alkohols mit Petrokither stiirt nicht die Reaktion. 
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Die Inltubationsdauer und der Messternh sjnd innerhalb der angegebenen 
%&en nicht liritisch. Die lxsonderen Vorteile der Mcthode liegen also darin, dass die 
Messung nicht von der esalcten Einhaltung bestimmter Zeiten alhhgig ist und d&s 
tatsklllicl~ die Peroxydasen nacllgewiesen werden. Da es sic11 bei der Perosydase um 
ein recht stabiles Ferment hndelt, kann man einc gr6ssere Zahl von Fraktionen sam- 
mcln und sie zu einem passenden Zeitpnkt analysieren. 

Frau JOHANN danlte icll fiir ihre sorgf5ltige Mitarbeit. 

CHROM. 5193 

Trennung von Phenothiazinen auf pH=Gradient-Schichten 

Die Priifung der Einsatzn@$ichlceiten des TAS-Verfahrens zur Analyse \*on 
Phenothiazinenl erfolgte an einem Rlodellgenliscll von sieben Substanzen, die sic11 
untereinancler entwecler durcll den Substituenten in der 3-Stellung odcr am N-Atom 
(in der ro-Stellun~) unterscl~eiclcn. Um auf cliese 1Veise von den vcrscllicdcnen ~‘IICIICJ- 
thiazin-Strukturtypen jeweils eincn Vertreter zu erfassen, wurden folgendc Vcrbin - 

clungcn aus~ewZ.ihlt : Dictl~axin, Tlevoxncproliiazin, Prometliajsin, Clilor~romazill, 

Thioridazin, Proclllorperazin und Trifluperazin. Es gibt in dcr Literatur eine punze 

Reihe von Arl>eiten2-*fi, die sic11 nlit der diinnscl~ichtcl~ro~~lato~rapl~iscl~en l‘rcnnun~ 

von PlIenotlliazinen befassen. In den angefiihrten I~ublil;ationcn2-I~ wurden imp:- 

sarut ca. 34 versclliedcne mobile Phasen auf Iiiesel~el- lmv. Alutniniumosicl-Sclli(~llt~xl 

eingesetat. Dennocll ist keine \virl;licll gute ~Trennun~ gclungen, hei cler fast alle 


