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Ein verbessertes Einsiaulenprogramm zur Analyse der freien Aminosiuren
und Sdureamide in Pflanzenextrakten
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Institue fir PHlanzenpathologie und Pflanzenschutz, Universitiit Gettingen, Grisebachstr. 6. Géttingen
{B.R.D.}

(Eingegangen am 27. Dezember 1973 : gefinderte Fassung eingegangen am 12, Miirz 1974)

Bei der automatischen Analvse von Aminosiuren mit Hilfe von Natriumeitrat-
puffern ergitt sich im Einsiulenverfahren eine schlechte Trennung der Siiureamide von
Threonin und Serin’. Eine Verbesserung ist durch ein zusiitzliches Chromatogramm
mdglich, bei dem die schnelfer eluierten Sdureamide jedoch gleichfalls nicht getrennt
werden®. ;

Der Ersatz des Natriums durch Lithium als Bestandteil des Puffergradienten
ergibt eine wesentlich bessere Trennung im Bereich der Siiureamide®. Die Anwendung
des Lithium hat aber den Nachteil einer Verschlechterung der Resolution der basi-

“schen Aminosiuren. Dies machie wicderum die Entwicklung von zwei verschiedenen
Programmen notwendig. mit deren Hilfe fiir alle Aminosiiuren und Amide gute Tren-
nungen erzielt werden konnten*. In dem ersten Programm wird Lithium als Kation
cines pH-Gradienten fiir die sauren und neutralen Aminosiiuren. im zweiten Programm
werden Lithium und Natrium fir die Trennung der basischen Aminosiuren ver-
wandi. Die Notwendigkeit zweier getrennter Siulenprogramme mit Elufionszeiten
von 313 bzw. 250 min stellt jedoch als zusitzlicher Aufwand einen erheblichen Nach-

~ tetl dar.

Wir kombinierten daher die beiden von Lorenz® entwickelten Programme mit
dem Ziel. folgende Bedingungen zu erfiillen: )

(1) Alle in Pflanzenextrakten vorhandenen Aminosiuren. Siureamide und NH; -
an einer Siule zu trennen.

(2) Einen geeigneten Gradienten mit hochstens vier Puffern im Rahmen der
technischen Konzeption des Analysengeriites zu errcichen.

" (3) Die Trennung des Extraktes in weniger als 8 Std. zu ermdglichen. um drei

Proben je Tag analysieren zu kénnen.

Die Analysen wurden mit dem automatischen Aminosiurenanalysator BC 200
der Firma Biocal (Miinchen. B.R.D.) durchgefiihrt. Die Kapazitit der Blasenfang-
kammer des Geriites wurde auf 35 ml Fliissigkeitsvolumen vergrossert. um eine Dis-
kontinuitdit des Gradienten beim Ubergang zwischen verschiedenen Puffern zu ver-
meiden. :

Die Zusammensetzung und Eigenschaften der im Einsiulenprogramm (Aus-
tauscher Aminex A-6) verwendeten Pufler sind in Tabelle | angegeben. Die pH-
Werte sind nicht als absolut feststehend aufzufassen. Da verschiedene Lieferungen des



RAS NOTES

TABELLE !
ZUSAMNMNIENSETZUNG (g bzw. mi:l) UND CHARAKTERISTIKA DER PUFFER

Pufler

A B C D
1LiOH 4.8 4.8 625 144
NaOH - 4.0 - -
Zitronensiiure 141 11.1 17.65 -
NacCl - 19 17.5
Naus-Citrat - - 29.<
Isopropanol 200 200
Canrvisiure 04 02 03 0.
Thiodiglivkol 5.0 3.0 X0 -
25, Brij-35 1.0 10 4.0 10
18537, HCL 26.0 350 5.0 101.0
pH 277 K 118 5.0
Molarud: Li~ 0.2 0.2 026 0.6
Molaritidt Na - - Q0.1 0.23 0.6
Alolaruit Citrat 0.067 0.067 0.081 0.1

TABELLE I

EINFLUSS DER VERMINDERUNG DES pH-WERTES DER PUFFER AUF DIE TRENN-
LEISTUNG DER SAULE FUR VERSCHIEDENE AMINOSAUREN

pH Verminderung Trennung der angegehenen Aminosduren und Amide
v Pufler
) Verbessert Verschlechiert
A Asn-Gin Glv-Alr
B Val-Cyvs Met-allo-He
C Phe-/-Ala Orn-Lys
D Orn-Lys Lys-NH;

Austauscherharzes leicht unterschiedhiche Trennungen liefern. miissen diese jewelils
durch geringe Veranderungen im pH der Puffer durch Einstellung mit HCl oder LiOH
bzw. NaOH ausgeglichen werden. Tabelle 11 gibt einen Uberblick iiber die dadurch
zu erzielenden Verinderungen in der Trennleistung der Siule auf Grund unserer ent-
sprechenden Erfahrungen.

Zur schnelleren Regeneration der Siulen nach der Analvse wurde die Molaritit
des dazu verwendeten LIOH von 0.4 auf 1.0 Af erhoht.

Die Programmierung der Puffer und der Saulentemperatur ist in Tabelle 111
zusammengefasst. Die Ninhydrinpumpe und der Schreiber liefen tiber einen Zeitraum

TABELLE 111
PROGRAMMIERUNG DER PUFFER UND TEMPERATUREN

Zeit { Minj /] 70 140 200 270 340 360 200 250
Putfer A B C D D OH~ A A
Temperatur, C 30 35 30 30 55 55 55 30
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Fig. 1. Treanung der Aminosiuren aus cinem Testgemisch. Bs -- Buttersiure.

von 400 min. In weiteren 50 min wurde die Siule durch Equilibrieren mit Puffer A
von Na*-lonen befreit. :

Fig. | zeigt das Elutionsprofil cines Testgemisches von Aminosiiuren und
Siaurcamiden. Fig. 2 das Elutionsprofil eines Extraktes aus Weizenblittern. Der
Ptianzenextrakt wurde durch wiederholte Extraktion des Blattmaterials mit 80 % igem
Mcethanol gewonnen. nach Entfernen des Chlorophylls durch Ausschiitteln mit
Petroliither dber cinen Kationenaustauscher (Dowex 30. H-Form) von léslichen
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Fig. 2. Trennung der Aminosiuren aus einem gereinigten Ptlanzenextrakt (Norleucin als interner
Standard).
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neutralen Verbindungen getrennt und vom Austauscher mit einer 12%igen NH;-
LSsung eluiert. Das bis zur Trockne eingeengte Eluat wurde in Wasser aufgenom-
men. aliquote Teile. enthaltend 0.25-0.4 mg N mit dem Einspritzpuffer A auf 4 ml
aufeefiillt und davon 0.5-1 ml auf die Siule aufgetragen. Der hohe Peak fiir NH;
im Chromatogramm des Pllanzenextraktes geht auf die Vorreinigung des Extraktes
zuriick.

Fig. 2 zeigt die gute Trennung aller im Pflanzenextrakt vorhandenen Amino-
sauren und Amide in einem Chromategramm. Das hier vorliegende Einsiulenpro-
gramm stellt eine wesentliche Vereinfachung der Analyse dieser Verbindungen in
nur einem Arbeitsgang dar.
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