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Znn~Es wird eine Sobnelbnetbode znr qnantitativen Bertimmnn8 von ATP, ADP nnd AMP 
in 8rUnen Pknznmaterial mit Hilfe eincr Enzymtestkombination der Fa. C. F. Bo&k8cr und So&no 
be&rieben. 

Ab&sct-A rapid quantitative dekrmination of ATP, ADP and AMP in 8rcet1 plant material is described. 
Aconnnotniallyavailablecnzymcwasnsedintbeexpcrimenb. 

EINLEITUNG 

Dm wichtige Rolle, die zahlreiche Nucleotide iu der Zelle spieleu, fiirte zur Entwickhmg 
mehrerer Eestimmungsmethodeu, hesonders in tie&hem Material. Obwohi diese Methcden 
fti tierisches Material geuiigend durchgearheitet sit& erwieseu sie sich bei der Auwenduug 
auf Pflanzeumaterial als ungeeignet. Die quantitative Nucleotid-Eestimmung in Pfknzeu- 
material stbgt aufgrM3ere experimentelle Schwierigkeiten, die sicheinerseits aus demniedrigen 
Nucleotid-Gehalt in den Pllanzengeweben und andererseits aus der Anwesenheit zahlreicher 
starender Stoffe, besonders von Pigmenten, ergeben. Die Entfemung der Pigmente aus den 
Proben war bis vor kmzem ein schwieriges Problem. Deshalb beschii.f?igten sich such die 
meisten Arbeiten ausschlieglich mit Nucleotidbetimmungen (vor allem ATP) in nicht 
griinen P&+nzenteilen.‘-3 In iilteren Arbeiten wurde ATP in griinen Pllanzen lediglich als 
Orthophosphat nach saurer Hydrolyse bestimmt’ oder aber viskosimetrischS oder chromato- 
graphisch.6 

Diese Arbeit ist ein Reitrag zur Schnellhestimmung von ATP, ADP und AMP in griinen 
Pfla.nzenorganen. 

PRINZIP DER METHODE 

Das Pilauzeumaterial wird mit 5 % HC104 bei einer Temperatur von 1-2” homogenisiert. 
Die denaturierten Pigmente werden mit Hilfe eines stark basischen Anionenaustauschers 
oder stark sauren Kationenaustauschers entfemt. Die Nucleotide werden vom Austauscher 
mit Ammoniumformiat eluiert, aus dem Eluat an Aktivkohle adsorbiert und von der Kohle 

1 K. S. ROWAN, D. E. SEAMAN nnd J. S. ‘DJRNER, Nuture 177,333 (1956). 
2 J. Wato~, Pkzntu 60,307 (1963). 
3 M. Kr.uoa nnd H. ZIEOLBR, Phnra 61,167 (1969). 
4 B. I. PozsAn und Z. K~L.Y, Nature 182,1686 (1958). 
5 K. Sanasr~ nnd F. ?ioau, C/rent. UFry. 48,158s (1954). 
6 W. SracoNIs nnd L. ScHwINcK, Naturwrksenschafien 48,245 (1953). 
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durch ein entsprechendes Elutionsmittel eluiert, das im Vakuum bei 28-30’ bis zur Trockne 
eingeengt wird. In der wirl3rigen Losung des trockenen Rllckstandes werden ATP, ADP 
und AMP mit Hilfe einer Enzymtestkombination bestimmt. 

AUFARBEITUNG DES PFLANZENMATERIALS 

Das frische Pllanzenmaterial (cu. 3 g) wird mit 10 ml 5 % HC104 bei l-2” homogenisiert. 
Das Homogenat wird bei 26,000 g abzentrifugiert, das Sediment 3 mal mit je 10 ml 5% 
HClO,, extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden zur Daenturierung der Pigmente- 
besonders der Chlorophylle-in saurem Milieu cu. 15 Minuten stehengelassen. Der pH- 
Wert des Extraktes wird dann mit KOH auf6 bis 6,5 eingestellt, KC104 wird ab~t~~e~. 
Der Oberstand wird zur Entfernung von Substanzen-vor allem der denaturierten Pigmente, 
die die spektrophotometrishe Bestimmung stUren, bei 18-20” weiterverarbeitet. Dazu 
eigneten sich am bcsten stark basische, weniger gut stark saure Ionenaustauscher. 

1. Entfermng uon St~r~to~n durch einen stark sum-en ~tione~tu~cher 

Der Nucleotid-haltige ‘Uberstand wird auf eine Ionenaustauscher-Sake von Dowex 
50 W x 4, RIO-200 mesh, NH,+-Form (14 cm x 1 cm3 aufgetragen (DurchfluBgeschwindigkeit 
2 ml/Mm). Ein grol3er Teil der denaturierten Pigmente wird am Austauscher festgehalten. 
Von den Nucleotiden wird besonders ein Teil des ATP durch seine Aminogruppe festgehalten, 
die unterhalb von pH 5,8 schon teilweise ionisiert ist. Die Nucleotide werden von der S&tle 
mit 30 ml ~erl~s~g (08 M HCOONH4, pH 6.5) eluiert. Sttrrende Substanzen, besonders 
HCOONH4 werden durch Adsorption der Nucleotide an Aktivkohle entfernt. 

2. Entfermuzg von St6rstoflen durch einen stark basischen Anionenaustauscher 

Der Nucleotid-halt&e lZberstand wird auf eine Stlule von Dowex 1 x 4, 100-200 Mesh, 
Forrniat-Form (10 cm x 1 cm3 aufgetragen (Durch~~~sch~n~gkeit 2 ml/Min). Sowohl 
die Nucleotide als such die denaturierten Pigmente werden quanti~tiv gebunden. Die 
iibrigen Ballaststoffe werden mit 2&30 ml kaltem Wasser ausgewaschen. Die Nucleotide 
werden quantitativ mit einer gepufferten Lt)sung von 2 M HCOONH.,, pH 6,5, eluiert. 

3. Adsorption an Aktittkohle 

Zur Trennung der Nucleotide von stSrenden Stoffen, besonders von Salzen nach chroma- 
to~p~scher Trennung an Ionenaustau~hem wird mit Erfofg Aktivkohle verwendet. 
Dieses Verfahren ist aber mit gewissen Verlusten verbunden. Die Moglichkeiten einer 
quantitativen, reproduzierbaren Bestimmung mtissen fti jede verwendete Aktivkohle 
ilbcrprilft werden. Wir untersuchten deshalb die Bedingungen der quantitativen Adsorption 
und Desorption besonders von ATP, ADP und AMP an drei handelstlblichen Aktivkohle- 
pdparaten : 

(1) Norit A der Fa. N. V. Norit Verkoop Centrale-Amsterdam, Holland; 
(2) Norit A der Fa. Serva Entwicklungslabor-Heidelberg, Deutschland; 
(3) Karborafin der Fa. Lachema VEB, Brno, Tschechoslowakei. 

Vor der Verwendung rein&ten wir die Aktivkohle durch Abkochen mit verdilnnter 
Salzsliure (2 N) und nach Dekantienmg mit Wasser, und dann durch Abkochen mit ver- 
dtlnntem Ammoniak (2 N). Nach abermaliger griindlicher Dekantierung wurde sie bei 105’ 
getrocknet. 
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Neben der Adsorption von ATP, ADP und AMP untersuchten wir such die Adsorption 
anderer Nukleotide und Purin- oder Pyrimidinbasen (je 1 ~Mol) an verschiedene Mengen 
Aktivkohle in Gegenwart von Siiuren oder Salzen (1 ~Mol Substanz+Aktivkohle+4 ml 
5 % HCIO,). Die Mischungen wurden 10 Min lang bei einer Temperatur von 1-2” geschiittelt. 
Die nichtadsorbierten Reste bestimmten wir spektrophotometrisch durch Messung der 
Absorption im U.V.7 ATP, ADP und AMP bestimmten wir such mit Hilfe von Enzymtests. 

$I; 7b A 3 
mg Aktivkohle 

&lB. 1. bX%llTION WN bENIN AN lblVKOHLE IN hlIihGIOKElT VON DER KOIUWENOE M 
HClO,-m. ALIZ WERTB SMD DuRcHscn]rlITIswgRIE VON 4 DEN (l//bMOL ADENIN; 

KOHLE, 4 ML 5% HClO,; DIE Mrsaiu~~ WIRD lo hhN LAND BEI 1-2” QERthRT. 

- Karborafin; ------ Norit A (!krva); -.--.-. Norit A (Norit Verkoop centrale). 

Der Vcrlaufdcr Adsorption von Adenosin und Uracil cntspricht unter dens&en Balingungen dun 
van Adcnin. Auch dcr Vcrlauf der Adsorption von Qtosin, Cytidin, Gwnin und Guanosin ist 

Hhnlich. 

L 
I I I 

25 5 IO 20 
mg Aktivkohle 

AIIB. 2. ~soRPIION VON ATP AN /~TIVKO~ IN ~IHXNOIC~KEIT WIN DBR Ko- E IN HClO,- 
L&suNC3. 

Versuchsbedingungen und Erkkungtm wit auf Abb. 1. Dcr V&auf dcr Adsorption von ADP und 
AMP entqnicht der von ATP. 

7 E. VISQI~R und E. CHARCJRAPP. J. B&d. Ckm. 176,703 (1948). 



636 F. FRIC und A. H.uPL 

Es zeigte sich, daB die Adsorption von Nukleotiden, Nukleosiden und such Put-in- und 
Pyrimidinbasen in saurem Milieu (5 % HC104; 5 % trichloressigs%ure) oder such in einer 
LA)sung von 2 M HCOONH4 beim jeweiligen Handelspriiparat von Aktivkohle praktisch 
gleich ist. Eine Verllingerung der Schtittelzeit von 10 auf 30 Min erhbhte den Prozentsatz der 
Adsorption nicht. 

Aus Abb. 1 und 2 ist ersichtlich, da13 die Aktivkohle des Typus Norit A im Vergleich mit 
Karborafm sehr aktiv ist, was sich andererseits aber bei der Elution ungtinstig auswirkt. 

Von Karbora6n mu&e zur Erlangung der gleichen Ergebnisse im Vergleich zu den Noriten 
tmgefahr die doppelte Menge eingesetzt werden. 

Von diesen Erfahrungen ausgehend (Abb. 1 u. 2) verwendeten wir fur die Adsorption 
von ungefiihr 1 ~Mol Substanz 20 mg Karborafin. Urn die vollstandige Adsorption such 
von Spuren von ATP, ADP und AMP sowie such der iibrigen Nukleotide und Basen zu 
erreichen, fatten wir die Adsorption 2 ma1 nacheinander an je 10 mg Aktivkohle durch. 

TABELLE 1. VERLU~~E AN ATP, ADP UND AMP BEI DER AUFARBERU NOMITNOIIITA 

Verluste an Nucleotiden 
(von 1 pMo1) bei der 

Elutionsl&ung und Anzahl der Aufarbeitung mit 20 mg 
Aktivkohle Elutionen je 5 ml Aktivkohle in %* 

, \ 
ATP AMP ADP 

--..- .-- 

-96% Athanomyridh- 
25% Ammoniak-wasser 
(50:5:4:41 Vol.) 

6 x eluiert 

47 

Norit A (Serva) 

96% Athanol-2s~ Ammoniak- 
wasser (50:0,5:49,5 Vol.) 

4 3 x eluiert 
Aceton-25% Ammoniak- 

wasser (40:0,5:49.5 Vol.) 
3 x eluiert 

28 

%% Athanol-25% ~mmoniak-Wawx 
(25:2:73 Vol.) 

,6 x eluiert 

96% Athanol-Pyridin- 
2.5% Ammoniak-wassar 
(50:4:41 Vol.) 

6 x eluiert 

23 

45 

Norit A 96% Athanol-25% Ammoniak- 28 

$Csorit, wasser (50:0,5:49,5 Vol.) 
. 3 x eluiert 

ctntrak) 
Aceton-25% Ammoniak- 

Wasser (40:0,5:49,5 Vol.) 
3 x eluiert 

96% Athanol-25% Ammoniak- 
Wasser (25 : 2 : 73 Vol.) 

-6 x eluiert 

18 

27 39 

21 

18 

43 

19 

17 

24 

20 

34 

19 

18 

l Die Ergebnisse sind das arithmetische Mittel aus vier Bestimmungan und sind mit* 1,5% Ganauiglceit 
rcproduzierbar. 
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Die adsorbierten Stoffe desorbierten wir van der Aktivkohle mit verschiedenen Elutions_ 
mitteln, die je nach der Art der Kohle verschieden aktiv waren (Abb. 3 u. 4 und Tabelle I). 
AUS Abb. 3 ist ersichtlich, daD sich von Karboratin Adenin am besten durch eine alkoholische 
PyridinlYjsung in Gegenwart von Ammoniak desorbiert (96 % Athanol: Pyridin:25% 
Ammoniak:Wasser-50:5:4:41,Abb. 3). DiesgiltauchfiirAMP,ADPundATPunddie 
iibrigen ~tersu~hten Substanzen. Rei Ve~endung von Norit A erzietten wir die besten 
Ergebnisse mit einer vcrd~nten A~oniakl~sung (W % AthanoI: 25 % Ammoniak: Wasser 
=25: 2:73 Vol., Tabelle 1). Es traten zwar bedeutende Verluste besonders von ATP auf 
(Abb. 4, Tab&e l), die Ergebnisse waren aber in jedem Falle gut reproduzierbar. Deshalb 
vcrwendeten wir f& unsere weiteren Analysen ausschliefilich Karborafin. Auberdem unter- 
suchten wir den EinfluO der Karborafin-Menge auf die Ausbeute und fanden unter sonst 
gleichen Redingungen selbst bei 10 father Karborafin-Menge den Prozentsatx der Ausbeute 
an ATP, ADP und AMP nicht beeinfluBt (Abb. 5). 

Rei der Analyse van Pflanzenmaterial verwcndeten wir pro 1 g Frischgewicht 25 mg 
Karborafla, das wir 2 mal xu je ca. 12 mg einsetzten. Nach Adsorption der Nukleotide auf 
den ersten Teil von Karborafm wurde die Aktivkohle auf einer kleinen Relit-S&ule (1 cm 
Schicht) at&efangen und das Filtrat ein weiteres Mal mit Aktivkohle behandelt. Nach 
~k~ti~ng der S&It mit Eiswasser de~rbie~n wir die Substanxen 7 mal mit je 5 ml 
Elutionsl~s~g (96 % AthanoI: Pyridin: 25 % Ammoniak-~: 5:4: 41 Vol.). Das Eluat 
dampften wir in einem Ro~tionsve~pfer bei B-30” bis zur Trockne ein. Den Rest 

verwendeten wir nach Auf&en in Ha0 (0,2-0,3 ml pro 1 g Frischgewicht des Pfianxen- 
materials) zur enxymatischen Restimmung von AMP, ADP und ATP. 

ENZYMATISCHE BESTIMMUNG VON ATP. ADP UND AMP 

Die Nucleotide wurden mit Hilfe der Enzymtestkombination der Fa. Rehringer und 
Soehne GmbH Mannheim bestirrunt (Adenosin -5’-Triphosphat U.V. Test TC-Y; Adenosin- 
S’Diphosphat und Adenosin-5’-Monophosphat U.V. Test TC-K). 

Die Restimmungen von ATP f&ten wir nach den triteren Anleitungen des Herstellers 
durch: 2,4 ml der L&ung [I]; 0,04 ml NADH [2]; 0,2 ml Probe; 0,04 Enzymatische Suspen- 
sion [3]. Von frischer NADH-~s~g setztcn wir nur 0,02 ml tin, damit die Extinktion der 
zu messenden L&ung nicht xu hoch wurde. 

Rei der Restimmung von ADP und AMP hielten wir das Arbeitsve&hren mit den 
entsprechenden Konxentrationen der einzelnen Komponenten ein, lediglich die Volumina 
pal&en wir unseren Verhaltnissen an. Den Inhalt des Fl&schchens [l] mit dem TriHthanol- 
aminpufl” losten wir in ungef&r20 ml bidestillierten Wassers aufund stellten mit verdiinnter 
HClO, den pH-Wert auf ungefti 7,5 ein, urn K2C03 aus der L6sung zu entfernen, was bei 
Rlutanalysen zur Neutralisierung der iiberschiissigen Perchlorstiure nach Entfernung der 
EiweiBe diem. Nach dem Abxentrifugieren von KCIO, fiilten wir die L&ung auf 100 ml 
auf und verwcndeten sie zu den Analysen. 

Anstelle des so aufgearbeiteten vom Hersteller gelieferten “P&hers” kann man such 
direkt 0,l M T~~~ol~np~er von pH 7,5 ve~enden~ Anstelle von 0,l ml 9*10”3 M 
NADH pipettierten wir 0,02 bis 404 ml 1,2 * 10-Z M NADH hinzu, also die NADH-L&sung, 
die bei der ~~rn~g von ATP verwendet wird. Der Ansatz zur ADP/A~-~st~~g 
hatte folgende Zusamm ensetzung.: 50 ml ~crl~s~g fl J; 0,lS ml LLlsung [2]; 404 ml 
NADH-Lbsung [3]; 0,2 ml Probe; 0,02 ml Suspension [4]; 0,02 ml Suspension [S]. 

Alle Nessungen ftihrten wir am Zeisschcn Universalspektrophotometer VSU 1 bei einer 
WellenlrSnge von 340 nm durch. 
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4 5 6 ? 

Anzahl der Extraktionen LU je 
5 ml Elutionsmittel 

ABE. 3. IhSORPTfON VON 1 /~MoL .iDENlN VON i?o MG -RAFTN DURCH ~IIRXHJEDENE ELUTIONS- 

--- Ldsung aus %% Athauol, Pyridin, 25% Ammoniak und Wasser (50:5:4:40 Vol.); -.-.-.- 96% 
Athanol, “““;$ser (60:2:38 Vol.); - 96% Athanol, 25% ~mmoniak, Waser (50: 1:49 

. ;----A~ton,25%Ammoniak,Wasser(60:1:39vo1.) 
Die Desorption der tkigen Nukleoside und Basen durch die angefUhrten Elutionsl6sungen hatte 

einen Hhnlichen Verlauf. 

./.3’ 
_._.r._.4 ._.a. C.d 

4_LC-*--4 

.. 
e- 

p__ 

I 
I 1 I 

1 3 5 + 
Anzahl der Extraktionen zu je 

5 ml Extraktionsbsung 
AaB.4. D~~~R~oNwINO,~/~MOLNU KlXDTlDEAUS~MG~RAFmDURCHEIElB-VON 

%% ATIUNOL,PYIULXN,~% AM~uBNIAKUNDWASS~R(SO:S:~:~O). 
-.-.-.-. AMP; ------ ADP;-Am. 

u)O 
1 

y 90 1 
._._._.--- 

I? 
j 60 
< 

y----.;: 

,? 
7 @-I , 

I I 

20 40 
1 

200 
mg Aktivkohle 

hB. 5. &3ORFTION VON 0,2/pMo~ VON Nu KUUTIDEN DURCH EINE -UNG VON %% A-mum, 
mm, 25% AMMONIAK IJNLI WASSER (50:5:4:40) VON KARBXAHN m ABH~GIGKEIT VON DER 

KOHLEMLCNGE. 
-.-.-.-. AMP;___--- ADp;_ AMP. 
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Dud Zugabe von Spuren von ~~~c~o~t in die V~~eic~k~ve~e brachten wir 
die Extinktion der Messkiivette in einen giinstigen Messbereich. Nachdem die O-Extinktion 
in Abstilnden von je eincr h4inut.c dreimal abgelesen worden war, setzten wir das Enzymprii- 
parat hinzu und beobachteten das Absinken der JZxtinktion E fiber S-7 Min. E wird dzmu 
durch Extrapolation des linearen Astes der Ext~o~~e auf den Zeitpunkt der Enzym- 
zugabe festgestellt (n&herc Angaben siehes). Auf diese Weise k&men unspezifische Her- 
absctzungen der Extinktion, die ache vorko~~, ausgeschaltet werden. Die Berech- 
nung ftien wir mit me der in der Arbeitsanleitung angegebenen Faktoren durch. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Verluste, die bei der Bestimmung van ATP, ADP und AMP nach dem oben be- 
schriebenen Arbeitsverfahren auf&&en, und die Rcproduzierbarkeit der Ergebnissc Gber- 
priifeai wir experiment&l mit Standardl&mngen (Tabelle 2). Die bci der Analyst von Pflan- 
zenmaterial gewonnenen Ergebnissc sind in Tabelle 3 zusammengefa&. 

Dowex5Ox4 Dowexlx4 
w=6 n=6 

ATP 100 78.4 *3,3 z 109 84 *3,4 12 92 &0,38 102 7,65 f 435 : 

ADP 82 75.5 fit29 1; 95 85,5 f3,2 10 
9 79 *0,25 8 6,s kO,lP 15 

93 83.8 f2,P 10 90.7 SO.5 f2L 11 
793 6,35&0,2 13 9,O 7,75 f421 14 

TABELXE 3. &zsmamci VON ATP, ADI’ UND AMP IN PPLAN=~ 

Gcrstcnbliuter Erbsenbliktter 
c \ < , 
Dowex5Ox4 Dowexlx4 Dowex 50x4 Dowexlx4 

n==6 n=6 n=6 

KltSx RjrSx x*sx x*sx 
~fdo inpi? in pg in pg 

- 

12,l f 452 155*0,45 - 16,s &O&O 

11,9f431 12;140p - 17.8 kO,26 

6,3fO,3 f&&O,24 - %25*421 
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Zw En&mung interferierender Stoffe aus dem PBanzenmaterial erwies sich ein stark 
basischer ~ionenaustausch~ (Dowex 1 x 4) als besonders geeignet. Stark saure Kationen- 
austawher (Dowex 50 W x 4) kUnnen nur in vereinzelten Fallen besonders bei der Analyse 
junger o&r weniger pigmentierter Pflanzenorgane oder Gewebe verwendet werden. Der 
Vorteil des stark sauren Kationenaustauschers besteht aber in der Moglichkeit, die Nukleo- 
tide mit einer geringeren Menge von 0,8 M HCOONHh zu eluieren, wodurch eine Vakuum- 
sublimation des angefrihrten fliichtigen Puffers mliglich ist. Dadurch entfgllt die Weiter- 
verarbeitung der Probe mit Aktivkohle, wodurch die Verluste bei der ~stimmung von 
ATP, ADP und AMP geringer werden. Bei der Verwendung eines stark basischen Anionen- 
austauschers verhindert die groJ3e Menge des verwendeten HCOONH4 im Eluat diese ein- 
fache Aufarbeitung. 

Uber die Verluste von Nukleotiden, besonders von ATP, bei der Aufarbeitung mit 
Aktivkohle bestehen recht entgegengesetzte Ansichten. 2.9- r2 Viele Verfasser wenden sich 
sogar gegen die Anwendung von Aktivkohle bei der qu~titativen Bestimmung von Nukleo- 
tiden.9 Ober die Genauigkeit der Bestimmung entscheidet aber die Qualit% der Aktivkohle 
und die richtige Wahl des Elutionsmittels. Ftir Aktivkohlen des Typs Norit A sind pyridin- 
haltige Losungen zur Elution der adsorbierten Nukleotide weniger gee&net, als ammonia- 
kalisch alkoholische Losungen, wie dies schon Bergkvist9 festgestellt hat (Tabelle 1). Bei 
unseren Aktivkohletypen ist es jedoch umgekehrt. Wie aus unseren Ergebnissen hervorgeht 
(Tabelle 2), bedingt Aktivkohle bedeutendere Verluste, besonders an ATP, die Ergebnisse 
sind aber sehr gut reproduzierbar, was schlieDlich die quantitative Auswertung ermoglicht, 

Wenn wir unset-e Versuchsergebnisse mit den Ergebnissen von Sebesta und Sorm’3 ver- 
gleichen wollten, die die Verluste an ATP auf Norit A und Karborafin, freilich unter ganz 
anderen Versuchsbedingungen, verfolgten, konnen wir eine gewisse Ubereinstimmung der 
Ergebnisse konstatieren. 

Bei der Elution von ATP aus Norit A mit einer 5 % wlissrigen Losung von Pyridin stellten 
diese Verfasser 36,5x Verluste fest, w&end diese Verluste bei einer Eluierung mit 259; 
Ethanol, das 0,5 % Ammoniak enthielt, nur 30 7: betrugen. Dies best&@ die Ergebnisse von 

Bergkvist9 und ist such mit unseren Feststelhmgen im Einklang, laut denen pyridinhaltige 
Elutionslbsungen, fiu die Desorption von Nukleotiden aus Aktivkohle des Typus Norit A 
nicht gee&net sind. Dieselben Verfasser geben die Verluste von ATP auf Karborafin unter 
ahnlichen Versuchs~din~gen mit 115 T! (Elutionslosung Pyridin) bzw. mit 7 % (Elutions- 
losung ilthanol mit Ammoniak) an. Brown I4 fti bei der Anwendung von Norit OL 203; 
Verluste fur ATP und AMP an, sowie 1% Verluste fir ADP. 

Es mu8 noch betont werden, da8 die enzymatische Bestimmung von ATP mit Hilfe van 

Phosphoglyzeratkinase und von ADP mittels Pyruvatkinase nicht ganz spezifisch jst. 
Bei der Bestimmung von ATP kann eine gr8Bere Menge anderer Nukleotidphosphate 

und zwar von ITP, GTP und UTP storend wirken, weil such sie eine gewisse, wenn such 
geringe Affinitiit zur Phosphoglyzeratkinase be&en. Aus Bhnlichen Griinden k&men bei 
der Bestimmung von ADP griX+ere Mengen von IDP, GDP und CDP storen. Andere, in 
biologischem Material enthaltene Stoffe storen die Bestimmung jedoch nicht.*s 

9 R. BEROKM~, Acta Chem. Stand. IO, 1303 (1956). 
1o M. F. CHANINA, T. V. VENKSIZR und A. A. B&s, B~okhj~~ 29,142 (1956). 
I* N. A, BIRO und B. NAGY, Acfu fhys~?$. Acad. Sci. Hwrg. I, 127 (1956). 
** K. K. Tsuwr und T. D. PRICE, A&s. Bfochem. Biophys. 8X, 223 (1959). 
I3 K. %ZB~S~A und F. %RM, Collection Czech. Chem. Commun. 24,278l (1959). 
I4 E. G. BROWN, E&hem.J. 85,633 (1962). 
1s Arbeitsvorschriften zu den Testkombinationcn TC-J und TC-K der Fa. Boehringer und wbe, wim. 


