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ANAKOINQEEIZ MH MEAQN

BIOAOTIKH XHMEIA.—Zur Electrophotometrischen Papierchromato-
graphie der Aminosduren, von Anastasios Ant. Christoma-
nos** *Avexowddy Hmo tod x. [ewoy. ‘Twaxeinoyhov.

Es sind verschiedene Methoden vorgeschlagen worden um die bei der
Chromatographie entstehende purpurblaue Ninhydrinfirbung quantitativ co-
lorimetriseh zu erfassen. Unter anderen ist vorgeschlagen worden, die ent-
stehende Flecke auszuschneiden, mit Aceton auszuziehen und den gefirbten
Auszug zu colorimetrieren !). Dieser Methode haftet aber der grosse Mangel
an dass, bei geringen Aminosduremengen bzw. bei sehr schwachen Purpur-
farbung die Farbungsintensitit der Acetonausziige sehr viel zu wiinschen
iibrig lasst. Liegen gleichzeitig mehrere Analysen vor so gestaltet sich diese
ixtractionsmethode sehr umstindlich.

Amerikanische Autoren, so vor allem BUuLL und Mitarbeiter 2, haben mit
einen eigens konstruierten Apparat, die Farbtiefe der Ninhydrinreaction auf
dem Filterpapiergemessen. Dabei ist aber die Oberflichenausdehnung unbe-
riicksichtigt geblieben. Andere Autorenverglcichen die quantitativ zu bestim-
menden Flecke, mit solchen bekannten Aminosiuregehaltes 3, wobei ausser dem
Subjectiven Beurteilungsfactor, die Notwendigkeit, des Vorhandenseins stets
frischer Vergleichschromatogramme — die Farbe verblasst sehr schnell — den
Analysengang erschweren. Aus den genannten Griinden haben wir fiir unsere
Chromatographische Analysen eine Elektronenphotometrische Bestimmungsme-
thode ausgearbeitet mit direkter Ablesung der Farbtiefe auf dem Filterpapier

* "Ednuoocietdn el thv oedv té@v Moaypateidv tiig *Anadnuiog, tép. 18 (1954) do. 3.
¥ ANAZT. A. XPHITOMANOY : 'HAsrTpopuTOMETPIXA Ypwnartoypagix Emi Sindntined
xX&PTOV.
! Naftalin, Nature. 1948. 161, 763.
? Journ. Amer. Chem. Soc. 1949. 71,550.
* Polson, Mosley and Wykoff. Science, 1947. 105,603.
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unter gleichzeitiger Oberflichenmessung des Fleckes mitte!s Millimeterpapier.
Die Farbtiefe der Flecken kann mit jedem Elektrophotometer bestimmt wer-
den, nur muss der Ausschlag des Milliamnperemeters beim Durchgang des
Lichtstrahles durch das weisse ungebrauchte Filterpapier ein maximaler sein,
weil sonst die Ausschlige zu gering ausfallen wiirden, und eine Messung der
Farbtiefedifferenzen der Ninhydrintlecke illusorisch werden wiirde. Zu die-

sem Zweck muss die Lichtintensitat verstarkt, und ein entsprechender Regu-
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Fig. 1

lationsmechanismus eingeschaltet werden, anderenteils muss der Lichtstrahl
durch Vorschaltnng einer Irisblende derart an Breite verringert werden, dass
sein Querschnitt den Querdurchmesser eines Aminosiaureninhydrinfle ckes
von 0,001 mg. entspricht, ca. 8 mmq.

Wir haben fiir unsere Zwecke ein Hlektronenphotometer gebaut. Die
beiden 6D6 Rohren sind in Kaskadenschaltung derart kompensiert, dass die
kleinste Anderung im Elektrostatischen Feld der Photozelle, einen entspre-
chenden Ausschlag des Milliamperemeters herbeifiihrt. Der Nullpunkt sowie
die Ausschlagsbreite des Mil/meters kann durch regulierbare Wiederstinde
beliebig verschoben werden kénnen. Die Schaltungskizze ist in grossen Ziigen
in Fig. I wiedergegeben, Nicht genug soll betonnt werden dass fiir einen kon-

stanten Stromm Sorge getragen werden muss, denn ohne diese Voraussetzung
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ist jede Photoelektrische Messung absolut falsch. Entsprechende Apparate

sind zwar teuer aber unumginglich.

METHODISCHES

Das Chromatogramm wird 24 Stunden nach der Entwickelung auf Mil-

limeterpapier aufgelegt !, und mittels eines Pauschpapieres die Rinder der

o

0,05

(0] &0 150 250 350 450 550
Fig. 2

Flecken umschrieben. Jedes Quadrat welches von der Randlinie beriihrt wird,
wird mitgezdhlt. Die Messung ist aiisserst genau. Hs stellte sich dabei he-
raus dass die Produkte aus Oberflichengrosse (in quad. mm. ausgedriickt)
und Photometerangabe (in willkiirliche Skalateile ausgedriickt), wenn man

als Abzisse die Oberflichen und als Ordinate die mg. der fiir den Eichungs-

! Nach Ablauf von 24 Stunden ist die Farbtiefe der Ninhydrinflecke am stirk-
sten. spiter tritt eine Verblassung ein.
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versuch verwendeten Aminosiuremengen schreibt, auf einer gleichmissigen
Kurve liegen, Fig. 2. Es ist aus dieser Kurve ! ersichtlich dass mit stei-
gender Konzentration der Aminosiure, die Differenzen kleiner werden und
eine exakte Messung nur bei Konzentrationen von 0,0005 bis héchstens 0,2
mg. Aminosdure moglich ist. Dies schmilert in keiner Weise das Gebrauchs-
feld der Methode, da bekanntlich diese Konzentrationsgrenze in der Chro-
matographie iblich sind.

Hat man nun einmal das Produkt aus Oberfliche und Farbtiefe fiir
eine bestimmte Aminosiure z. B. Glykokoll festgestellt, so kann man diese
Zahl als Vergleichséinheit fir die {ibrigen Aminosiuren gebrauchen, wobei
aber die gefundene Aminosdurewerte mit einen Berichtigungsfaktor fir jede

einzelne Aminosdure multipliziert werden miissen. Dieser Faktor ist gleich

. Mol. Gew. der Aminosdure ] .
dem Verhiltniss . - — . Br ist fiir Alanin 1,2 fiir Leucin
Mol. Gew. des Glykokolls

1,8 fiir Tyrosin 2,4 u. s. w.

Selbstverstandlich sind die Resultate der Messungen nur dann zu ver-
gleichen wenn die gleichen Auslauffliissigkeiten bei der Chromatographie
benutzt wurden, da die Ausbreitung der Aminosiuren bzw. der Ninhydrin-
flecke, verschiedengrosse, je nach der Losungsfliissigkeit, Oberflichen ein-

nehmen.

BESPRECHUNG DER RESULTATE

Die hier angefiihrte Methode eignet sich in ausgezeichineter Weise zur
approximativen quantitativen Bestimmung der Aminosiuren, sowohl in Hy-
dro-oder Autolysate wie auch fiir klinische Untersuchungen im Blut und
Harn. Sie vereinigt den Vorzug der Geschwindigkeit mit relativer Exaktheit
der Messung. Da das Produkt aus Oberfliche und Farbtiefe gemessen wird,
und nicht nur eine dieser beiden Grossen allein, werden Fehlresultate in
grosseren Ausmass vermieden. Hs sei ausdriicklich hier betonnt dass sie
nur als Orientierende Methode Wert besitzt und nicht die absoluten quan-
titativen Aminosdurebestimmungsmethoden ersetzen kann, die aber fiir ge-
ringe Substanzmengen wie sie in der Chromatographie iiblich sind nicht
leicht verwendet werden koénnen, zumal bei laufenden Untersuchungen.

Die Methodik der Messung sowohl der Obertlichenausdehnung des
Fleckes wie die der Farbtiefe ist unter anderem angezeigt weil, bei Konzen-

! Der Schattige Teil der Kurve zeigt die Fehlerbreite an.
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trationen von 0,1 mg. bis 0,04 mg. Aminosdure, die Farbtiefe der Ninhy-
drinflecke nicht sehr verschieden ist, wobei aber die Oberflichegrosse der
Flecke sich mercklich dndert. Genau das Gegenteil ist bei Konzentrationen
von der Gréssenordnung 0,0001 bis 0,0001 mg. Aminosdure zu bemerken.

Von ausschlaggebender Bedeutung ist weiterhin eine gleichmissige Be-
spritzung mit dem Ninhydrinreagenz bei der Entwickelung, weil bei unglei-
chmissiger Verteilung, irrefithrende Farbtiefen vorgetduscht verden koénnen.
Erhitzung der Chromatogramme zur beschleunigten Entwickelung ist nicht
angezeigt. Man muss auch in Rechnung ziehen dass, eine vollstindige Riick-
gewinnung oder Bestimmung der zu untersuchenden Aminosiduregemische
oder hydrolytisches Abbauprodukte nicht durchfiirbar ist, wie Arbeiten von
FowpEN und PENNEY erwiesen haben!. Hs werden von diesen Autoren
beim einmaligen Auslauf Verlusste bis 10/, und beim zweidimensionalem
Chromatogramm bis zu 25 °/,, festgestellt. Weiterhin ist die Temperatur von
grosser Bedeutung bei der Ausbreitung der Ninhydrinflecke. Erhohte Aus-

sentemperatur vergrossert die Oberflichenausdehnung.

Zusammenfassung.—Es wird eine Methode beschrieben bei der die
Oberflichenausdehnung und die Farbtiefe der Aminosidureninhydrinflecke
direkt auf dem Filterpapier gemessen werden. Die Messungen liefern fiir
eine und dieselbe Aminosiure unter gleichen Bedingungen, aber bei ver-
schiedenen Konzentrationen, eine Kurve, die als Berechnungsbasis fiir ap-
proximativ quantitative Bestimmungen in Aminosiuregemische dienen kann.

Es werden die Vor-und Nachteile der Electrophotometrischen Pa-
pierchromatographie dargelegt, und auf die Brauchbarkeit der Methode fiir
schnelle orientierenden Analysen bei Auatolysaten, Hydrolysaten, und fir
klinische Zwecke hingewiesen.
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