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Note 

Zum Problem der Haltbarkeit tiefgefrorener Pflanzenextrakte in der Amino- 
shreanalyse 

A. WUNSCH 

( Eingegangw am 6. Juni 1979) 

Die Bestimmung der freien Aminos5uren hat sich heute dank der modernen, 
teils voll automatisierten Bestimmungsverfahren ein weites Feld in der PfIanzen- 
analyse erobert. Trotz leistungsf5higer und schnell arbeitender Trennapparaturen, 
steilen diese h5ufig den Enspass der Untersuchungen dar und es erhebt sich die Frage. 
wie fertige Pflanzenextrakte am besten zu fixieren sind. Meist wird die Aufbewahrung 
in tiefgefrorenem Zustand empfohlen’. Manchmal w2hlt man eine hohere .&thanol- 
konzentration, urn damit eine Konservierun,o zu erreichen’. Erfahrungsgem2ss muss 
man gelegentlich auf die Extrakte bereits untersuchter Proben nach Wochen wieder 
zurtickgeifen, urn evtl. Zweifel auszur%rmen bzw. Ergebnisse zu erhgrten. Es erschien 
uns dahcr von Interesse, die Habbarkeit von Pflanzenextrakten im tiefgefrorenen 
Zustand zu priifen und die Aussagekraft von Wiederhoiungsanalysen zu testen. 

EXPERIMENTELLES 

Em Pflanzenextrakt aus griinen Maisstengeln wurde sofort nach beendeter 
Extraktion untersucht und der Rest tiefgefroren (-30”). Diesselbe Probe wurde nach 
1-S Tagen, mehreren Wachen bzw. Monaten, bis zu 1 Jahr jeweils (inssesamt min- 
destens 10 mal) aufgetaut. davon ein &quoter Anteil analysiert und der Rest jeweils 
erneut eingefroren. Als Analysator diente das Gerat der Firma Biotronik mit auto- 
matischer Auswertung. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Er_gbnisse sind der folgenden Tabelle zu entnehmen. Prolin und Phenyl- 
.llanin liegen in so Beringen Mengen vor, dass nur eine qualitative An_gabe mSglicb ist. 
Eine prozentuale Standardabweichung von 3-5 T,‘, ist in der AminosBureanaIyse 
#lurchaus iiblich. In die Reproduzierbarkeit der Einzelwerte gehen au& die Fehlet 
Tier Bestimmung ein, die fur die einzelnen Aminosauren unterschiedlich sind. Aus det 
ibweichung der Einzelwerte vom Mittelwert erkennt man die Vermehrung oder 
qerminderun_g der Gehalte. aber die gesamte Laufzeit (450 Tage) bleiben demnach 
%e meisten Aminos%uren in den Fehlergrenzen der Methode konstant. 

Die Empfindbchkeit der Amide GIutamin (Gln) und Asparagin (Asn) zeigt 
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TABELLE I 

AMINOSAUREN BZW. AMIDE IM PFLANZENEXTRAKT 

Werte sind pmol/g gefriergetr. Substanz. 
____ 

Amino- lirrtersuchung nach Tagetl Fehlerab~c.~icjll~~~glg‘ 
r&r-en 
bzw-. o I 2 7 I4 30 70 135 210 450 s S.D. C. V. 

.-lmicie (“Al 
_ .~~~. _ ~_~. ~.~.~____ ~.-..__._______~ 

ASP 7.20 7.15 7.35 7.23 7.31 7.09 7.40 7.04 7.63 7.76 7.31 0.225 3.12 
Asn 13.30 12.5s 12.64 12.95 12.94 11.50 11.96 10.99 10.51 10.03 11.94 1.131 9.47 
Glu 3.47 3.50 3.71 3.48 3.66 3.55 3-5s 4.11 3.73 3.98 3.68 0.215 5.84 
Gln 10.62 10.51 10.85 iO.63 10.S9 9.87 9.88 9.16 9.80 5.66 10.10 0.736 7.25 
Thr 7.67 2.54 2.43 2.56 2.62 2.59 2.65 3.52 2.42 2.46 2.55 0.0&S 3.45 
Ser 7.60 7.62 7.99 7.70 7.60 7.48 7.78 7.60 7.92 7.30 7.66 0.202 2.64 
Gly 1.99 2.01 2.00 1.92 2.07 2.11 2.09 3.17 2.10 2.07 2.05 0.072 3.51 
Ala 17.36 17.23 17.69 17.29 15.01 16.71 17.20 17.20 17.47 17.30 17.35 0.340 1.96 
Val 1.83 1.77 1.68 1.56 1.87 1.9s 2.02 1.65 2.02 1.70 1.81 0.163 9.00 
Ile 0.98 0.96 1.01 1.01 1.04 0.99 1.03 0.99 0.99 0.94 0.99 0.030 3.03 
Leu 1.07 1.04 1.12 1.10 1.13 1.06 1.07 1.06 0.95 0.90 1.05 0.072 6.86 
Tyr 0.88 0.86 OS9 0.88 0.89 0.85 0.55 0.86 0.84 0.80 0.86 0.026 3.02 
&Ala 1.38 1.26 1.19 1.34 1.32 1.30 1.27 1.34 1.20 1.20 1.18 0.067 5.23 
GABA 2.38 2.37 2.35 2.47 2.41 2.31 2.39 2.25 2.41 2.22 2.36 0.077 3.26 
NH, 10.46 11.01 11.20 11.00 10.90 10.59 12.26 12.81 15.08 15.97 12.13 1.944 16.02 
OrIl O-07 0.07 0.08 0.0s 0.09 0.10 0.11 0.10 0.1’ 0.11 0.09 0.017 18.88 
Lys 1.03 1.04 1.01 1.05 1.0s 1.04 1.06 1.03 1.09 1.05 1.05 0.022 2.09 
l-Me-His 0.37 0.40 0.34 0.35 0.40 0.38 0.37 0.36 0.36 0.36 0.37 0.017 4.59 
His 0.51 0.50 0.50 0.51 0.52 0.52 0.52 0.50 0.54 0.46 0.51 0.020 3.92 
Arg 1.26 1.12 1.16 1.29 1.20 1.2i 1.24 1.27 l-33 1.26 1.23 0.062 5.04 

* .c = hlittelwert: S.D. = Standnrdsbweichung: C.V. = relative Standardabweichung. 

sich spHtestens nach 14 Tagen recht deutlich. Bis zum Endpunkt der Lageruq nehmen 
_4sn urn 24S”k. Gln urn 18.50/, ab, was nicht mit der Angabe von Meiste? iiberein- 
stimmt, nach der die Amidguppe von Asn relativ stabiler als die von Gin sein soli. 

Offensichtlich als Folge des Amidabbaues nehmen Asp urn 7.7 bzw. Glu urn 
14.7, sowie der NH,-Gehalt urn iiber 50% zu. Diese erneut bestatigte Empfindlich- 
keit der Amide hat schon friiher dazu gefiihrr, dass Eichldsungen die Amide erst jeweils 
kurz vor der Verwendung zugesetzt werden. Die Werte fiir Val schwanken iiber das 
biass der Fehlerabweichung hinaus recht stark (1-9 %) ohne eine Tendenz zu Ab- 
oder Zunahme erkennen zu lassen. Der Grund liegt wahrscheinlich in der schlecht 
reproduzierbaren Bestimmung des 3’al. Ahn!i_=hes muss fiir Leu angenommen wer- 
den. Ftir die starke Vertinderung d& Orn-Gehaltes (Zunahme urn 35%) kann zu- 
niichst keine Erkltirung gefunden werden. Alle iibrigen Werte der Aminos&tren (aus- 

senommen Asp und Glu) liegen innerhalb der Fehlergrenze der AminosButebestim- 
mung (3-S%). was einmal f&- eine grosse Stabilitiit det AminosZuten, zum anderen 
fiir eine gute Reproduzierbarkeit des Verfahrens spricht. 

Zur Klzrung der Frage. ob die festgestellten Anderungen ein Effek+_der Dauer 
der Lagerung oder des mehrmalisen Auftauens und Wiedereinfrierens darstellen. 
wurden zwei Proben MaisblHtter anderer Herkunft gepriift. Die erste Untersuchunr 
erfolgte nach der Herstellung des Extraktes, die zweite nach einer TiefliQhllageruq 
des Extraktes von 250 Tagen. In der Tabelle II werden die Werte wiedergegeben, die 
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T-BELLE II 

ABWEICHUNGEN IM AMINOSAURE- UND AMIDGEHALT VON PFLANZENEXTRAK- 

TEN 

Anrinostiwe Probe 1 Probe 2 

1. Unter- 2. Unter- A b weichung 
SUChlg sUchUrlg (“0) 

1. Unter- 2. Unter- Abweichrmg 
smhung suchung (W 

ASP 2.90 
!%I- S-75 
Glu 5.19 

Val 4.80 
Leu 2.69 
Asn 36.43 
Gln 7.58 

NH3 15.77 

3.86 
6.26 
4.46 
4.63 
2.88 

30.19 
7.11 

24.00 
__~__ 

+33 13.28 15.65 

t9 10.36 11.86 
-14 19.27 18.45 
- 4.5 1.53 1.53 
i7 
-17 

0.84 1.02 
17.72 15.28 

-6 10.00 9.25 
+52 13.91 23.35 

i-18 
+-I4 

-4 
&O 
f21 
-14 
-7 
+67 

iiber das Mass der Fehlergrenze (5%) hinaus sich vergndert haben bzw. sich als 
probIematisch (schlecht reproduzierbar) erwiesen haben. 

Mit den Untersuchungen in Tabelle I deckt sich, dass NH3 deutlich (52 bzw. 
67 7;) zunimmt und die Amide merklich abnehmen, Gln wiederum weniger als Asn. 
Entsprechend der starken Abnahme von Asn nimmt Asp mehr zu. Val bleibt ent- 
gegen den friiheren Erfahrungen im Bereich des FehIers konstant, wghrend sich Leu 
%hnIich wie bisher verhglt. Die Zunahme von Ser ebenso wie die Abnahme von Glu 
sind nicht erklarlich und miissen wohl von der Art des Probematerials abhingen; 
Jedenfalls wird die Stabilisierung eines Aminosgure-Extraktes durch Tiefgefrieren 
nicht vollstzndig gewshrleistet, wenn such die meisten AminosHuren sowohl durch 
mehrmaliges Auftauen und Wiedereinfrieren wie such nach Isngerer Lagerung und 
einmaligem Auftauen reproduzierbar zu bestimmen sind. 

Zusammenfassend l%st sich sagen, dass die meisten freien Aminosguren sich 
trotz mehrmaligen Auftauens und Wiedereinfrierens iiber einen Zeitraum von 450 
Tagen als recht bestsndig erwiesen haben, die SBureamide (besonders Asn) sich be- 
reits nach einigen Tagen aber ver%ndern und folglich die Werte ihrer Stammssuren 
Asp und Glu zunehmen. 

Mit Ausnahme einiger als problematisch anzusehender Aminosguren (Ser, 
Leu, Val) kann such nach lgngerer Lagerung eine Wiederholung der Analyse zur 
uberpriifung friiherer Werte durchgefiihrt werden. 
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