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Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Freiburgi. Ue.

Bestimmung der quantitativen
Aminosiurezusammensetzung der alkalischen
Darmphosphatase mit Hilfe einer modifizierten

Ninhydrinbestimmungsmethode

vON MARGRIT HORVATH-ERGOS

EINLEITUNG

Die Kenntnis der Struktur der Proteine ist Vorbedingung fiir das
Verstindnis ihrer biologischen Wirkung insbesondere als Hormone
oder als Fermente. Erst in den letzten zehn Jahren wurden Methoden
entwickelt, die gestatten, eine Strukturaufklirung mit kleinen Mengen
von Proteinen durchzufithren. Aber auch heute noch sind diese Unter-
suchungen trotz der verbesserten Methodik schwierig, und die verfiig-
baren Methoden sind lange nicht alle voéllig zufriedenstellend.

Die Strukturaufkliarung eines Eiweilles setzt seine Reindarstellung
voraus, die in jedem Falle eine spezielle und eine oft sehr schwierig
zu losende Aufgabe darstellt. Darauf folgt eine Untersuchung der
qualitativen Bausteinzusammensetzung des isolierten Proteins, wobei
die Aminosiuren, Hexosen, Pentosen, Hexosamine, Sialinsduren,
Metallionen und, in speziellen Fillen, besondere organische Molekiile
in Frage kommen. Fiir diese Untersuchung haben sich besonders die
Papierchromatographie und die Diinnschichtchromatographie als
niitzlich erwiesen.

Den nichsten Schritt stellt die quantitative Bausteinanalyse des
EiweiBes dar. Die Einfiithrung der Aminosiurenchromatographie auf
sauren und basischen Ionenaustauscherharzen vom Typ Dowex-50 X4
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und X8 oder Dowex-1 X8 durch Moore und Stein 1,2,3,4) bedeuteten
den groBten Fortschritt in dieser Hinsicht. Dadurch wurde es erstmals
moglich, die quantitative Aminosiurezusammensetzung eines Ei-
weiBes mit wenigen Milligramm Protein aufzukliren. Diese Methode
werden wir im folgenden Abschnitt ausfiihrlich diskutieren, da sie den
Inhalt dieser Arbeit darstellt.

Ist die quantitative Aminosdurezusammensetzung eines Eiweilles
bekannt, mulBl man die Aminosduresequenz und, falls es sich um ein
zusammengesetztes Eiweil3 handelt, die Bindungsart und die Bindungs-
orte zusitzlicher vorhandener Bausteine ermitteln. Die wichtigsten
Methoden fiir diese Untersuchungen sind: die Bestimmung der end-
stindigen Aminosduren durch Markierung mit Dinitrofluorbenzol 5),
durch Hydrazinolyse 6) und durch partiellen Abbau des Eiweilles mit
Hilfe spezifischer Fermente — Carboxypolypeptidase, Pepsin, Trypsin
und Chymotrypsin — gefolgt von einer Strukturaufklirung der dabei
entstandenen Polypeptide.

Ist die Aminosduresequenz eines Eiweiles bekannt, so mul} die
Strukturaufklirung des untersuchten Proteins durch die Ermittlung
der rdumlichen Gestalt des EiweiBmolekiuls, die durch sekundire
Bindungen innerhalb der gefalteten, gewundenen oder aufgekniuelten
Peptidkette zustandekommt, vervollstindigt werden. Diese Unter-
suchungen werden mit Hilfe rontgenoptischer Verfahren durch-
gefiithrt. Bis heute sind nur sehr wenige EiweiBe in ihrer Gesamt-
struktur einigermafBen aufgekliart worden, z. B. das Himoglobin und
die Ribonuclease.

Alle diese Untersuchungen stellen aber nur die Voraussetzung dar,
auf der die physiologische Wirkung der Eiweille untersucht werden
kann; denn selbst wenn die Struktur eines Eiweilles vollstindig be-
kannt ist, muBl man dazu noch die aktiven Gruppen oder Molekiil-
bezirke der Proteine und deren Wirkungsweise kennen, um die
Wirkungsart zu verstehen, mit der biologisch aktive Eiweille (Hormone
und Fermente) in spezifischer Art humoral regulierend oder als
Katalysatoren in biochemische Reaktionen einzugreifen vermogen.
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Theoretischer Teil

Die Untersuchung der quantitativen Aminosiurezusammensetzung
eines Eiweilles bedingt zundchst eine vollstindige und verlustlose
Hydrolyse des Proteins bis zu den Aminosduren. Dies ist auch heute
noch mit keiner der bekannten Methoden in einwandfreier Weise
moglich. Hydrolysiert man mit 6N HCI bei 110° wahrend 36-72 Stun-
den oder mit 6N HCI bei 135-140° wiahrend 22 Stunden, erhilt man
wohl einen vollstindigen Abbau des Eiweilles, aber gleichzeitig eine
mehr oder weniger weitgehende Zerstorung einzelner Aminosiduren
unter Huminbildung. Diese ist besonders gro3, wenn das untersuchte
Eiweill Zucker und Sialinsdure enthilt. Tryptophan wird unter diesen
Bedingungen vollstindig zerstort, Serin, Threonin und Methionin
zu 5-10 9, ; Cystein wird zu Cystin oxydiert und zum Teil weiter ab-
gebaut. Tryptophan muf3 deswegen entweder in einem alkalischen
Hydrolysat oder spektroskopisch im EiweiBmolekiil selbst bestimmt
werden. Bei alkalischer Hydrolyse bleibt das Tryptophan intakt,
dafiir wird aber Cystein und Cystin vollstiandig, Serin und Threonin
weitgehend zerstort. Eine Perameisensiureoxydation des Eiweiles
erlaubt, Cystin und Cystein vollstindig in Cysteinsdure iiberzufiihren,
wobel aber auch ein Teil des Methionins in Methioninsulfoxyd oxy-
diert wird. Glutamin und Asparagin werden sowohl bei saurer wie bei
alkalischer Hydrolyse vollstindig in Glutaminsidure bzw. Asparagin-
saure und Ammoniak gespalten, sodall die Anzahl der Amidgruppen,
die in einem Eiweil} vorliegen, nur mit speziellen Methoden bestimmt
werden konnen. Die Huminbildung bei der sauren Hydrolyse von
zuckerhaltigen Eiweillen kann durch Zusatz von SnCl, - 2H,07,8) oder
von Titanchlorid 9,10) vermindert werden.

Trotz aller dieser Verbesserungen bietet die Hydrolyse eine nicht zu
unterschitzende Schwierigkeit fiir die quantitative Bestimmung der
Aminosidurezusammensetzung eines EiweilBes.

Die Trennung der Aminosduren eines Eiweihydrolysates wird
heute meistens durch Chromatographie auf Dowex-50 X4 oder X8
durchgefithrt. Moore und Stein selbst und andere Autoren, Hamilton
11,12) Hannig et al 13) haben verschiedene Modifikationen angegeben,
beztiglich Harztyp (Vernetzungsgrad), beztiglich der Elutionsfliissig-
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keiten (pH-Werte, Pufferart und Natriumionenkonzentration) und
beziiglich der zu wihlenden Temperatur. Daraus ist bereits ersichtlich,
daf fir eine gute und quantitative Trennung eines Aminosduren-
gemisches sehr viele Faktoren eine Rolle spielen. Diese kénnen nach
Hamilton 12) bei gegebener Temperatur und gegebenen Elutionspuft-
erlésungen in folgende Gleichung zusammengefal3t werden:
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Abb. I : Gauss’sche Verteilungskurven von 2 benachbarten Chromatogramm-
fraktionen mit eingezeichneten gleichflichigen Dreiecken. Abszisse: Fraktions-

volumen; Ordinate: Extinktion: E = log —

2= 2A* Z[x “dp(a + F)2 + b'Up]

A = Querschnitt der Harzkolonne

Z = Harzkolonnenhdhe in cm

a, b und A = Konstanten

dp = Teilchendurchmesser des Harzes

U, = DurchfluBgeschwindigkeit

E freies Flussigkeitsvolumen zwischen den Harzpartikelchen

G halbe Breite des Aminosduregipfels in halber Hohe als Ausdruck der
Trennscharfe fiir zwei benachbart eluierte Aminosduren, d. h. je schlanker
der Gipfel, umso besser die Trennung.

Il

Il

Z ist optimal bei ca. 133 cm. Diese Gleichung zeigt, dal3 bei gegebener
Kolonnenhéhe und gegebenem Kolonnendurchmesser die Durchflu3-
geschwindigkeit der Elutionsfliissigkeit {iber die ganze Chromato-
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graphiedauer, welche bis zu 10 Tagen betragen kann, konstant ge-
halten werden mul}, damit reproduzierbare Werte erhalten werden
konnen. AuBerdem mul bei Neufiillung der Kolonne die Teilchen-
groBe und die Packungsdichte genau gleich wie beim vorangehenden
Chromatogramm sein. Da die Hamulton’sche Gleichung fiir eine ge-
gebene Temperatur gilt, muB weiter — tiber Tage — die Temperatur der
Kolonne auf den vorgeschriebenen optimalen Werten konstant ge-
halten werden. Von entscheidender Wichtigkeit ist ferner der genaue
pH-Wert der Pufferlésungen und eine vollstindige Gleichgewichtsein-
stellung des Harzes mit der ersten Pufferlésung zu Beginn des Chro-
matogramms.

Die Trennschirfe der Chromatogrammsidule entscheidet aber nicht
allein uber die Genauigkeit der quantitativen Aminosiurebestimmung
eines gegebenen Gemisches. Wesentlich beteiligt sind :

a) die Genauigkeit der photometrischen quantitativen Bestimmung
der im Eluat erscheinenden Aminosiuren,

b) die Bestdndigkeit einzelner Aminosduren gegeniiber dem in den
Elutionspufferlosungen vorhandenen Sauerstoff und

c) die quantitative Elution der Aminosduren.

a) Als quantitative, geniigend empfindliche Bestimmungsmethode
wird heute allgemein die Ninhydrinreaktion verwendet, deren genaue
Reaktionsgleichung noch nicht sicher bekannt ist. Man nimmt auf
Grund der bisher vorliegenden Untersuchungen an, dal sich der blau-
violette Farbstoff nach folgender Reaktionsgleichung bildet:
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Diketohydrindyliden-Diketohydrindamin (Farbstoff)
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Das pH-Optimum der Farbstoffbildung liegt scharf bei pH 5,1-5,2.
Wenn die Reaktion mit Aminosduren und Ninhydrin allein durch-
gefiihrt wird, mul} ein aequivalenter Teil des Ninhydrins durch die
Aminosduren oder eventuell durch die bei der Reaktion entstehenden
Aldehyde reduziert werden. Da diese Reaktion unvollstindig verliuft,
1st die Farbausbeute bei weitem nicht quantitativ. Man suchte deshalb
die Reaktionsempfindlichkeit dadurch zu steigern, daB man Reduk-
tionsmittel z.B. SnCl, zufiigte oder dem Ninhydrinreagens von Anfang
an Hydrindantin im UberschuB} beigab. Die Anwendung von SnCl, hat
den Nachteil, daB3 leicht Triibungen in der Reaktionslésung auftreten,
die storend die photometrische Bestimmung beeinflussen. Es ist weiter
schwierig, eine genau gleichbleibende Konzentration an Reduktions-
mittel im Reagens aufrecht zu erhalten. Bei Aufbewahrung des
Reagens oxydiert der Luftsauerstoff das Sn** langsam, und bei der
Neuherstellung des Reagens beschriankt der meist ungenau bekannte
und sich langsam dndernde Gehalt der kauflichen Zinnsalze an zwei-
wertigem Zinn die erreichbare Genauigkeit. Die besten Resultate
erhielten wir, wenn wir bel jeder Reagensherstellung eine genau
abgewogene Menge reinen Zinnmetalls in HCI auflésten und einen
aliquoten Teil der frisch hergestellten Zinnchloridlosung dem Ninhy-
drinreagens zusetzten.

Der Zusatz von Hydrindantin ist nur dann moglich, wenn die Reak-
tion unter Stickstoffatmosphire durchgefithrt wird, sonst wird das
Hydrindantin durch den Luftsauerstoff in nur schwer kontrollierbarem
Ausmal3 oxydiert. Das Hydrindantin hat weiter die unangenehme
Eigenschaft, mit Ninhydrin unlésliche Molekiilassoziate einzugehen,
welche die Reagensbestindigkeit in Frage stellen konnen.

Eine weitere Verbesserung der Methode wurde darin gefunden, da3
man die Ninhydrinreaktion in Gegenwart von 2-Methoxy-aethanol
(Methylcellosolve) durchfiihrt. Dieses mit Wasser mischbare organi-
sche Losungsmittel erh6ht die Empfindlichkeit der Ninhydrinreaktion
und stabilisiert den entstandenen Farbstoff. Es hat aber den Nachteil,
daB es an der Luft Peroxyde bildet, die das Ninhydrin und die Amino-
sauren zerstoren.

b) Zur Verhinderung der Oxydation von Cystin und Methionin
wihrend der Chromatographie kann den Pufferlésungen Thiodiglykol
zugesetzt oder das Chromatogramm unter Stickstoff ausgefiihrt
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werden. Beides kann aber nicht verhindern, dall etwa 4-6 9 des
Methionins verloren geht.

c) Nach den Untersuchungen von Moore und Stein werden alle
Aminosduren bei Verwendung einer 100 cm langen Harzsiule zu
praktisch 1009, zuriickgewonnen. Nur die basischen Aminosduren
haften so stark, dal} sie mit Puffern, die 0,1 m an Natriumionen sind,
auch bei pH 8-11 hochstens zu 65-859%, eluiert werden kénnen. Deshalb
haben sie eine Trennung des Aminosauregemisches auf zwei Chromato-
grammsdulen durchgefithrt. Auf einer 15 cm langen Kolonne werden
zundchst die sauren und die neutralen Aminosiauren von den basischen
Aminosduren abgetrennt. Letztere haften bei pH 5,0 so stark, daB
sie auf der kleinen Kolonne vollstindig zuriickgehalten werden, wih-
rend die sauren und neutralen Aminosduren bereits in den ersten
30-40 ml Eluat quantitativ zuriickgewonnen werden. Wird darauf
die kleine Kolonne mit Puffern von pH 6,5 und 6,85, die 0,1 und 0,2 m
an Natriumionen sind, durchgespiilt, konnen die basischen Amino-
sduren quantitativ getrennt und bestimmt werden. Das im Vakuum
konzentrierte erste Eluat kann auf die 100 cm Kolonne aufgetragen
und die darin enthaltenen sauren und neutralen Aminosiuren ge-
trennt und quantitativ bestimmt werden. Mit Hilfe dieser beiden
Chromatogramme ist es moglich, ein Gemisch von 18 Aminosduren,
wie es in den meisten Fallen in einem Proteinhydrolysat vorliegt, zu
trennen und zu 98-100 9, (Methionin etwa 96 9%,) in den Eluatfrak-
tionen wiederzufinden, wenn ein Gemisch, das etwa 150 bis 300 vy
von jeder Aminosdure enthilt, auf die Kolonne aufgetragen wird.

Eigene Untersuchungen

1. Bestimmung der Aminosduren mit Hilfe eines modifizierten Ninhydrin-
reagens

Im Zusammenhange mit der Untersuchung der quantitativen
Aminosdaurezusammensetzung der Phosphatase wurde der Versuch
unternommen, eine genigend empfindliche und reproduzierbare
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Aminosdurebestimmung mit Ninhydrin ohne Anwendung von peroxyd-
bildendem 2-Methoxyiathanol (Methylcellosolve) und ohne Zusatz von
Hydrindantin auszuarbeiten. Es waren in der Literatur bereits Hin-
weise vorhanden, daB ein Zusatz von Pyridin oder von Vitamin C die
Empfindlichkeit der Ninhydrinreaktion steigern kann 14,15). Doch
waren diese Zusdtze noch nie einzeln oder in Kombination fiir die
quantitative Aminosdurebestimmung ohne Verwendung von Hydrin-
dantin oder Methylcellosolve untersucht worden. Wir haben deshalb
zunichst den Einflull dieser Substanzen auf die Empfindlichkeit der
Ninhydrinreaktion gepriift und gleichzeitig Methylcellosolve durch
70 Vol.- 9, Aethylalkohol ersetzt. Da die Reaktionstemperatur 100°
betrdgt, wurde der Alkohol nicht dem Ninhydrinreagens sondern der
Reaktionsmischung nach dem Erwirmen zugefiigt.

Aus der untersten Kurvenschar der Abbildung II geht hervor, da@3
ein Zusatz von 2 bzw. 4 %, analysenreinem Pyridin die Extinktion des
bel der Ninhydrinreaktion mit 50 v Aminosidure/ml gebildeten Farb-
stoffes um den Faktor 1,6 bzw. 1,9 erhoht. Die Standardkurven
weisen aber, wie jene, die mit Ninhydrin und Alanin allein, ohne
Pyridinzusatz, erhalten wurden, eine Abknickung bei 25+ auf und
lassen eine sichere Bestimmung unterhalb dieses Wertes nicht zu.
Durch Zugabe von Vitamin C allein (0,05 ml einer 0,2 9%, 0,5 9%, oder
19, Losung) werden die Standardkurven zunehmend steiler, doch
liegen nur die MeBpunkte der Eichkurve mit 0,2 9, Vitamin C genau
auf einer Geraden. Die Kurve mit 1,0 % Vitamin C ist nur wenig
steiler als jene mit 0,5 %, Vitamin C, und die Linearitit beider Kurven
1aBt zu wiinschen tibrig. Die verschieden groflen Zusitze an Vitamin C
ergeben zudem eine Erhohung der Extinktion des Blindwertes, die
etwa 0,03 bei 0,2 9, Vitamin C, 0,07 bei 0,5 % und 0,2 bei 1,0 9,
Vitamin C betrdgt. Die durch den Vitamin C Zusatz erhaltene groere
Reaktionsempfindlichkeit ist aber verbunden mit einer relativ kleinen
Reproduzierbarkeit, weil die einzelnen MeBpunkte ziemlich stark um
die Mittelwertgerade der Standardkurve streuen. Wird Vitamin C dem
Reaktionsgemisch und gleichzeitig Pyridin dem Ninhydrinreagens
zugefiigt, ergeben sich Standardkurven, die bei gleichem Pyridin-
gehalt umso steiler werden, je groBer die zugegebene Menge Vitamin C
ist. Bei gegebener Vitamin C Konzentration nimmt umgekehrt die
Farbintensitit mit steigender Pyridinkonzentration zu. Beide Zusétze
erhohen die Extinktion der sich rétlich firbenden Losung des Blind-
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Abb. IT :  Alanin-Ninhydrin-Reaktion: Anderung der Standardkurve in
Abhingigkeit der Konzentration von zugesetztem Pyridin und Vit. C,
0,5% Vit.C 4 % Pyridin-:-

£ 0,2 % Vit C 4% Pyridin -
2,0 ,_/:1%%'/‘.[,4%/{1;/‘1’:)’/;70
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0,4 - 2% ﬂZr/'dm, ohne Vit C,
%37 ohne Pyridin, ohne Vit C.
0,2~

014 i '

0 Lé‘-—/

5y 25 F 50 y Alanin/mf

wertansatzes, was besonders im Hinblick auf die Prolinbestimmung,
bei der ein gelbbrauner Farbstoff entsteht, von Bedeutung ist. Aus dem
Vergleich aller Kurven geht hervor, daB der Zusatz von 2 % Pyridin
und 0,5 9, Vitamin C, wenn auch nicht die groBBte Empfindlichkeit, so
doch eine fast optimale Farbausbeute bei wenig gefirbtem Blindwert
ergibt.
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Die unter diesen Bedingungen (2 9%, Pyridin und 0,05 ml von 0,5 9,
Vitamin C) fiir alle in Frage kommenden Aminosduren erhaltenen
Mittelwertstandardkurven zeigen ebenfalls einen linearen Verlauf mit
relativ kleiner Streubreite der EinzelmeBwerte um ihren Mittelwert.
Die Reproduzierbarkeit der Standardkurven betrigt je nach der zu
bestimmenden Aminosdure bei 50 y/ml etwa + 19, bis + 2 9, und
bei 10 y/ml ungefahr + 5 9%,. Anstelle der Standardkurven sind in der
Tabelle I (S.15) die Faktoren angegeben, mit denen der unter Ver-
wendung einer Kiivettenschichtdicke von 13 mm erhaltene Extink-
tionswert (2-log T 9,) multipliziert werden muf}, um die entsprechen-
de v Aminosduren in 10 ml Reaktionslésung zu erhalten.

Abb. I11 : Absorptionsspektrum von Diketohydrindylidendiketohydrindamin
und vom Ninhydrinreagens-Blindwert in Gegenwart von Vitamin C.

4
0,5 -

0,4
0,3 -

0,2

0,1 -

~o——-o Blindwert
0 T T : : I :

400 450 500 550 600 650 700 mu

Die Nullwertfarbung ist unmittelbar nach der Reaktion nicht ganz
bestiandig, sie verdndert sich aber praktisch nicht mehr, wenn die
Messung 3/ bis 1 Stunde nach Beendigung der Farbreaktion durch-
gefiihrt wird. Die Spektren der mit 0,2 u Mol Asparaginsdure und
Ninhydrin in Gegenwart von 2 9, Pyridin und unter Zugabe von
0,05 ml 19, Vitamin C Lésung erhaltenen Farblésung und des ent-
sprechenden Blindwertes sind aus der Abbildung IIT ersichtlich.
Daraus geht hervor, daBl die Extinktion der Blindwertsprobe bei
Zusatz einer 1 %, Vitamin C Losung im Gebiet von 570 my (Absorp-
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Tabelle I : Faktoren, die mit dem Extinktionswert multipliziert die v Amino-
siure/10 ml Reaktionslésung ergeben. E gemessen bei 570 bzw. 440 mp und
bei einer Schichtdicke von 13 mm.

Aminosaure Ui T AN Sandareaminosiure.
Asparaginsiure 85,5 75,6 3.41
Threonin 75,2, 69 3,41
Serin 65,8 62,1 3,41
Glutaminsiaure 90,5 80 3,41
Prolin 216 255 3,41
Glykokoll 51,0 50 3,41
Alanin 56,2 56,9 3,41
Cystin — 1441 3,41
Valin 72,4 76,8 4,25
Methionin 87 78 4,25
Isoleucin 15,6 69 4,25
Leucin 74,6 69 4,25
Tyrosin 112,6 25 4.2
Phenylalanin 102,5 87 4,25
Histidin 79,4 — 6,85
Lysin 79,3 — 6,85
Arginin 111 — 0,5
Ammoniak 13,8 — 6.5

tionsmaximum) ungefihr 0,07, ber 440 my (Maximum fiar Prolin-
bestimmung) aber bereits 0,2 betrigt. Da die Prolinstandardkurve
sehr flach verlduft, stort dieser Blindwert die Prolin- und Hydroxypro-
linbestimmung zu stark. Auch aus diesem Grunde war es angezeigt,
auf die etwas grofere Reaktionsempfindlichkeit bei Zugabe einer 1 9%,
Vitamin C Losung zu verzichten, um mit einer 0,5 9, Vitamin C Losung
eine bessere und empfindlichere Prolinbestimmung durchfiithren zu
konnen. In der zweiten Kolonne der Tabelle I haben wir zum Ver-
gleich die Faktoren angegeben, die aus den Standardkurven berechnet
sind, welche mit einer 1 9, Vitamin C Losung und einem mit 2 9
Pyridin versetzten Ninhydrinreagens erhalten wurden. In der dritten
Kolonne sind die pH-Werte der Aminosiurestandardlésungen auf-
gefithrt. Sie entsprechen den pH-Werten der Kolonneneffluate der
verschiedenen Aminosiauren. Obwohl der Reagenspuffer (2 m) eine
geniigende Pufferkapazitit aufweist, um die fiir die Kolonne gebrauch-
ten Pufferlésungen (0,1 m) auf pH 5,15 zu bringen, wurden die Stan-
dardkurven der Aminosduren — um alle Faktoren gleich zu behalten —
mit denselben Pufferlésungen hergestellt, mit denen sie aus der
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Dowex-50-Kolonne eluiert werden. Die Faktoren, die mit einer 1 9,
Vitamin C Lésung erhalten wurden, sind im allgemeinen etwas kleiner
als jene mit 0,5 9%, Vitamin C, was der etwas groBeren Steilheit dieser
Eichkurven entspricht. Die Werte der 1. Kolonne der Tabelle I ent-
sprechen den Mittelwerten aus 8 bis 12 Einzelmessungen, die fiir
jede der gemessenen Konzentrationen (10, 20, 30, 40 und 50 vy Amino-
sdure/ml) durchgefithrt wurden.

2. Uberpriifung der modifizierten Aminosiure-Bestimmungsmethode mit
Chromatogrammen bekannter Aminosduregemasche.

Wihrend eines Aminosdurechromatogrammes dndert die Konzen-
tration jeder Aminosdure innerhalb der Chromatogrammfraktion
nach einer symmetrischen Verteilungskurve. Die Anzahl der Eluat-
fraktionen die weniger als 10 v Aminosdure/ml enthalten, hingt von
der Schlankheit des Kurvengipfels ab und beeinflullt wesentlich die
Bestimmungsgenauigkeit der Gesamtfraktion. Wie oben ausgefiihrt
wurde, mull man bereits bel Bestimmung einer Konzentration von
10 v Aminosdure/ml mit einem mittleren Fehler von + 5 9 rechnen.
Dieser Fehler betragt + 10 %, und mehr, wenn Konzentrationen von
5 y/ml und weniger zu bestimmen sind. Es war deshalb nétig, die
modifizierte Aminosdurebestimmungsmethode an einem Testamino-
sdurechromatogramm zu erproben, um den Gesamtfehler der Be-
stimmung unter den Chromatographiebedingungen festzustellen. Die
prozentuale Zusammensetzung des verwendeten Testaminosidure-
gemisches wurde so gewihlt, dall es der Aminosiurezusammensetzung
des zu bestimmenden Phosphatasehydrolysates anndhernd entsprach.
Die Zusammensetzung dieses Hydrolysates wurde zunichst in einem
Vorversuch moglichst genau ermittelt. Es wurden zwei verschiedene
Aminosduregemische bekannter Konzentrationen hergestellt und unter
genau denselben Bedingungen wie das Phosphatasehydrolysat auf
einer 15 cm und einer 100 cm Dowex-50 X 8 Kolonne getrennt und mit
der modifizierten Aminosiurebestimmungsmethode ausgewertet. Die
Einzelwerte und die Mittelwerte von 5 solchen Testchromatogrammen
sind in der Tabelle II (Seite 16) aufgefiihrt.

Betrachtet man zunéchst die mittleren prozentualen Abweichungen
von den Sollwerten, die fiir die 16 Aminosiduren in den Testchromato-
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grammen erhalten wurden, so sieht man dal far 13 Aminosiuren
der mittlere Bestimmungsfehler innerhalb + 5 9, liegt. Die Bestim-
mungen der drel ibrigen Aminosiuren ergaben einen Fehler von
+ 89, bzw. + 10 9,. Dieses Bild wird etwas, aber nicht wesentlich
schlechter, wenn man die prozentualen Abweichungen der Einzel-
resultate untersucht. Von 72 Werten zeigen 45 Abweichungen, die
kleiner sind als + 5,5 9,, 15 Resultate liegen innerhalb + 11 9, des
Sollwertes, 8 innerhalb + 16 9, und nur 3 Werte weisen einen Fehler
von — 18, + 22 und — 27 9, auf.

Aus diesen Versuchen geht deshalb hervor, dafl ein Aminosdure-
gemisch unter Verwendung der hier beschriebenen modifizierten
Ninhydrinmethode mit einem mittleren Fehler von + 5 9, bis héch-
stens + 10 9, bestimmt werden kann, wenn man die Mittelwerte aus
mindestens fiinf chromatographischen Trennungen berechnet. Es war
weiter zu erwarten, dall bei Einsatz etwas gréBerer Mengen von
Aminosduren der photometrische Bestimmungsfehler noch etwas
verkleinert werden kann, weil dann eine kleinere Zahl von Bestim-
mungen mit weniger als 10 v Aminosdaure/ml durchzufiihren ist. Dieser
Verbesserung sind aber zwei Grenzen gesetzt: Die chromatographi-
sche Trennung der Aminosiuren wird schlechter, wenn die Trenn-
kolonne tberladen wird, und die photometrische Bestimmung jener
Fraktionen wird ungenau, deren Aminosiurenkonzentration/ml die
fir die meisten Aminosduren geltende obere Grenzkonzentration von
60-80 v ml tberschreitet.

3. Quantitative Bestimmung der Aminosiurezusammensetzung der
alkalischen Darmphosphatase.

Fir die Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung der Phos-
phatase waren zwei weitere Schwierigkeiten zu beriicksichtigen. Die
eine war, wie im vorangehenden Teil dargelegt, die vollstandige, aber
moglichst verlustlose Hydrolyse; die zweite, die Berechnung des
Aminosduregehaltes der Phosphatase auf Grund der erhaltenen
Resultate. Da bei der sauren Hydrolyse das Tryptophan ganz, andere
Aminosiuren mindestens teilweise zerstort werden und weil die
Phosphatase neben den Aminosduren auch noch Hexosamin und
Hexosen enthilt, konnte nicht die Summe der erhaltenen Amino-
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sduren gleich 100 9, gesetzt werden. Ebenso war es unmoglich, die
fur die Hydrolyse eingesetzte Menge Phosphatase genau abzuwégen,
weil der Aschegehalt je nach Vorbehandlung schwankt und mit den zur
Verfiigung stehenden kleinen Mengen (10-20 mg) nur schwer mit
gentigender Genauigkeit bestimmbar war. Als Berechnungsbasis wurde
deshalb der Stickstoffgehalt des Phosphatasehydrolysates gewihlt,
der mit einer Genauigkeit von etwa + 2 9%, bestimmt werden kann.
Die bei der Hydrolyse zerstorten Aminosduren werden dabei beriick-
sichtigt, sofern ihr Stickstoffgehalt nicht durch Bildung von unlés-
lichem Humin der Bestimmung entzogen wird. Ganz ist dieser Verlust
nicht zu umgehen, weil ein Teil der kleinen Huminmenge, die sich
trotz Zusatz von TiCl; bildet, beim Eindampfen des Hydrolysates
so stark an den Glaswianden haftet, dal3 er beim Wiederauflosen des
Riickstandes zurtickbleibt und bei der nachfolgenden Stickstoff-
bestimmung nicht miterfalft werden kann. Die Berechnung auf den
Stickstoffgehalt des Hydrolysates hat weiter den Vorteil, dall Unge-
nauigkeiten des Volumens, in dem der Hydrolysatriickstand aufgelost
wird, keine Rolle spielen; denn die Hydrolysatmenge, die auf die
Kolonne aufgetragen wird, ist durch den im gleichen Volumen be-
stimmten Stickstoff eindeutig bekannt.

Zur Verhinderung der Huminbildung wurde die Hydrolyse der
Phosphatase unter Zusatz von Titanchlorid mit 6 N HCl ber 110°
durchgefiihrt. Die zur Hydrolyse angesetzte alkalische Kalbsdiinndarm-
Phosphatasemenge wurde so gewdhlt, daBl 1,5 bis 2 ml der chromato-
graphiebereiten Hydrolysatlésung ungefihr 3-5 mg Aminosduren
enthielten. Das verwendete Phosphatasepriparat! war im Rahmen
einer anderen Phosphatasearbeit im Institut hergestellt worden. Es
handelte sich um ein Reinpraparat mit einer spezifischen Aktivitit
von 460 000 Phosphataseeinheiten/mg Protein-N. 1,2 ml der hydroly-
sierten Phosphataselosung, die 1,75 mg N/ml enthielt, entsprachen
bei einem N-Gehalt von 14,6 9%, 16) 14,7 mg Phosphatase. Wurde der
Hydrolysatriickstand von 1,2 ml dieser Phosphataselosung in 7 ml
Pufter pH 2,4 aufgenommen, enthielt jeder ml ungefihr 2,2-2,3 mg
Aminosiduren. Dies stellte die kleinste Menge dar, die unter den hier
beschriebenen Chromatographiebedingungen noch gut getrennt und

1 Wir danken Herrn Dr. med. G. Nuoffer fiir das von ihm hergestellte Phospha-
tase-Reinpraparat.
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bestimmt werden konnte. Da aber einzelne Aminosiuren in sehr
kleinen Prozentzahlen vorlagen, wurden auch Chromatogramme mit
der 1,5 und 2fachen Menge durchgefiihrt. Dies stellte die obere Grenze
dar, weil sonst jene Aminosduren nicht mehr genau bestimmbar
waren, die im Gemisch in groBer Konzentration vorlagen. Auf eine
der Hydrolyse vorangehende Perameisensiureoxydation konnte ver-
zichtet werden, da Cystin weder papierchromatographisch, noch durch
Dinnschichtchromatographie, noch bei der Chromatographie des
Phosphatasehydrolysates auf Dowex-50 nachgewiesen werden konnte.

Die quantitative Aminosdurezusammensetzung der Diinndarm-
phosphatase wurde mit zwei verschiedenen Hydrolysaten in total finf
Chromatogrammen ermittelt. Die gleiche Zahl und die gleichen
Arbeitsbedingungen bei den Test- und den Hydrolysatchromato-
grammen erlaubten anzunehmen, dall die Resultate beider Serien
ungefiahr dieselben Fehlergrenzen aufweisen wiirden. Dies war aber,
wie die Tabelle ITT zeigt, nicht der Fall. Wihrend bei den Test-
chromatogrammen (Tab. II) die Abweichungen bei 2/3 der Bestimmun-
gen nur bis zu + 5,5 9, betrug, zeigen die s-Werte der Tab. III, die
fir alle Aminosduren mit drei oder mehr Resultaten ausgerechnet
wurden, eine prozentuale Abweichung vom Mittelwert, die fir die
meisten Fille + 10 9%, bis + 16 9, betragt. Fiir die in kleinen Konzen-
trationen vorliegenden Aminosiduren Methionin, Tyrosin und Phenyla-
lanin betriagt die Streuung der Einzelwerte um den Mittelwert sogar
zwischen + 20 % und + 35 9%,. Die in der Tabelle III angegebenen
Mittelwerte diirften demnach kaum genauer sein als + 10 9, des
effektiven Wertes und konnen deshalb nur in erster Niherung die
wirkliche Aminosdurezusammensetzung der alkalischen Diinndarm-
phosphatase wiedergeben. Die Resultate der Tabelle III sind als
Prozente des gefundenen Aminosdurestickstoffs, bezogen auf den
Phosphatase-Hydrolysatstickstoff, angefithrt. Unter Verwendung des
von Portmann et al. 16) fiir eine Phosphatase gleicher Reinheit ange-
gebenen Stickstoffgehaltes von 14,6 9, (Umrechnungsfaktor Hydroly-
sat-N in Phosphatase 6,85) ergeben sich die in der Tabelle IV ange-
gebenen Prozentzahlen der einzelnen Aminosduren und die molare
Zusammensetzung der einzelnen Aminosiuren und die molare Zu-
sammensetzung der Phosphatase bei Annahme eines Molekular-
gewichtes von 10°g. Die Summe aller Aminosduren machen 91,65 9%, der
hydrolysierten Phosphatase aus. Die Phosphatase enthélt aber neben
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den Aminosduren noch 5 %, Hexosamin und 7 9, Hexosen 16); weiter
ist der schiatzungsweise 1-1,5 9, betragende Amid-NH,-gehalt und
der kleine Aschegehalt (wahrscheinlich kleiner als 1 9;) der Phospha-
tase nicht berticksichtigt. Zihlt man die Prozentzahlen aller Bausteine
zusammen, findet man auf Grund der vorliegenden Befunde etwa
106 %,. Berechnet man auf Grund der sich aus der oben angefiihrten
molaren Zusammensetzung ergebenden Prozente des bei der Hydrolyse
eingetretenen Wassers, mull man dafir 14 9, in Abzug bringen. Die
angegebenen Analysendaten erfassen demnach 92 9, der Phosphatase.
Auf Grund dieser Uberlegungen ist anzunehmen, daB die Aminosiure-
prozentzahlen im Gesamten um etwa 8 % zu klein sind. Immerhin
siecht man aus den Ergebnissen dieser Arbeit, daBl die alkalische
Kilberdinndarmphosphatase zur Hauptsache aus den beiden Dicar-
bonsiduren Asparaginsdure und Glutaminsdure und den apolare Reste
enthaltenden Aminosiuren Glykokoll, Alanin, Valin und Leucin
aufgebaut ist. Auch die basische Aminosiure Arginin und die Hydro-
xyaminosduren Threonin und Serin sind mit relativ hohen Molzahlen

Tabelle 1V :

Aminosdurezusammensetzung in g %, und in Mol/105 g Phosphatase

Aminosaure g % Mol/105g
Asp 10,85 81,4
Thr 4,6 38,6
Ser 3,6 34,4
Glu 10,9 74,0
Pro 5,65 49,0
Gly 5,4 72.0
Ala 8,2 92,0
Val 7,3 62,4
Met 1,0 6,8
Ileu 2,9 22,0
Leu 6,4 48,5
Tyr 4,7 26,0
Phe 3,45 20,8
His 3.0 19,5
Lys 4,35 29,7
Arg 6,85 39.4
Try 1 2,5 12,3

! Tryptophan wurde spektrophotometrisch bestimmt 16)
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vertreten. Die beiden letzterwidhnten Aminosiduren sind deshalb von
besonderem Interesse, weil man vermutet, dall ihre OH-Gruppen
(besonders jene des Serins) 17, 18) fiir die aktiven Bezirke der Phos-
phatase verantwortlich sind.

Experimenteller Teil

1. Amanosiuren-Standardkurven

25 mg, bzw. die aequivalente Menge Chlorhydrat von jeder der
untersuchten 16 Aminosiduren (iber P,0O, getrocknete Reinpriparate
von Hoffmann-La Roche) wurden genau eingewogen und in 250 ml
Pufferlosung (Zusammensetzung cf. S. 24) (pH-Werte cf. Tabelle I)
gelost. 2 ml dieser Stammlosungen wurden mit derselben Pufferlésung
auf 20 ml, und 2, 3,4 und 5 ml auf 10 ml verdiinnt. 1 mldieser Losungen,
die pro ml 10, 20, 30, 40 und 50 v Aminosdure enthielten, wurde mit
1 ml Zitratpufter (2 m, pH 5,15), 0,05 ml Vit. C (0,5 %) und zuletzt
mit 1 ml Ninhydrinreagens, das 2 9%, Pyridin enthilt, versetzt.

Die gut verschlossenen Rohrchen wurden genau 20 min in einem
auf 100° eingestellten Glycerinbad erwarmt, sofort in Wasser ab-
gekthlt und das Reaktionsgemisch mit 5ml 70 Vol. 9%, Alkohol
versetzt. Nach 1 Stunde wurde mit demselben Alkohol auf 10 ml ver-
diinnt und die Extinktion bei 570 my in einer Kiivette mit 13 mm
Schichtdicke im Coleman Spektrophotometer (Modell 14) bestimmt.
Bei Prolin erfolge die Messung bei 440 my.. Als Blindwert wurde 1 ml
der entsprechenden Pufferlésung mit denselben Reagentien erwidrmt
und mit Alkohol (70 Vol. 9%,) auf 10 ml verdiinnt. Dieser Blindwert,
der 1 Stunde nach dem Erwidrmen nur noch eine ganz schwache
braunrétliche Farbung zeigt, wurde gleich 100 9%, T gesetzt. Zur
Konstruktion der Standardkurven dienten die Mittelwerte aus 8-12
Parallelbestimmungen, wobel jede Bestimmungsserie mit einer frisch
aus der Aminosidurestammlosung hergestellten Verdiinnungsreihe und
einer frisch hergestellten Vit. C Losung durchgefiihrt wurde.
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2. Ninhydrinreagens

10 g reinstes Ninhydrin (Fluka oder Merck) werden in 500 ml Zitrat-
pufter (2 m, pH 5,15) und 400 ml dest. Wasser gelést und die Losung
nach Zugabe von 20 ml Pyridin purissimum Fluka mit dest. Wasser
auf 1000 ml verdiinnt.

3. Pufferlosungen

Die Zitratpufferlosungen: 2m, pH 5,15; 0,1 m, pH 3,41; 0,1 m,
pH 4,25; 0,1 m, pH 5,0 und 0,1 m, pH 6,5 und der Phosphatpuffer
0,2 m pH 6,85 wurden genau nach den Angaben von Moore und Stein
1, 4) hergestellt.

4. Chromatogramme auf Dowex-50 X 8

Das nach den Angaben von Moore und Stein vorbehandelte Dowex-
50 W X 8 Harz 200-400 mesh (Fluka) wurde als Suspension aus einem
aufgesetzten Tropftrichter in das 120 cm lange, mit Puffer pH 3,41
gefiillte Chromatogrammrohr durch Spontansedimentation eingefiillt.
Dies erméglicht eine homogene Fiillung des Rohres, wihrend ein nach
der Vorschrift von Moore und Stein 2) mit 5 Harzportionen gefiilltes
Rohr eine sich wiederholende Schichtung groberer und feinerer
Harzpartikel aufweist. Wir verwendeten eine 110 cm lange Harzsdule,
die eine etwas bessere Trennung mit dem von uns verwendeten Harze
ergab als die in der Originalvorschrift beschriebene 100 cm Kolonne.

Die 15 cm Kolonne wurde mit demselben Harz, suspendiert in
Zitratpuffer (0,1 m pH 5,0) hergestellt. Auch bei dieser Kolonne wurde
die vorgeschriebene Temperatur von 25° durch thermostatisiertes
Wasser, das durch den Heizmantel gepumpt wird, aufrecht erhalten.
Dies erwies sich fiir eine gute Trennung der basischen Aminosiduren
als unbedingt notig.

Das Auftragen der Aminosiaurelosung bzw. des Hydrolysates er-
folgte genau nach der Vorschrift von Moore und Stein 2). Die Puffer-
durchlaufgeschwindigkeit wurde moglichst genau auf 4 ml/Stunde
eingestellt. Zum Auffangen der Fraktionen von 1 ml bedienten wir uns
eines selbstgebauten FFraktionenkollektors, der entweder die Tropfen
zihlte oder das Eluat tiber ein 1 ml Siphon unterteilte. Die zweite Art
der Fraktionierung erwies sich als bedeutend glinstiger und ergab
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auch regelmifBigere Resultate, weil die TropfengréBe je nach ver-
wendetem Puffer und je nach der Kolonnentemperatur variierte und
deshalb ziemlich schwankende Fraktionsvolumen ergab.

Die ersten 50 ml des 15 cm Kolonneneffluates wurden im Rotations-
verdampfer unter Vakuum eingedampft, in einem moglichst kleinen
Volumen (2-3 ml) Wasser gelost, mit HCI auf pH 2,5-3 eingestellt und
diese Losung auf die 110 cm Kolonne aufgetragen. Als Variante wurden
die Chromatogramme auf der 15 und der 110 cm Siule parallel mit
dem vollstiandigen Aminosduregemisch durchgefiihrt.

In diesem Falle mull das Chromatogramm auf der 110 cm Kolonne
nur bis zur Eluierung des Tyrosins und des Phenylalanins durch-
gefithrt werden. Obwohl diese zweite Methode die doppelte Menge
Hydrolysat braucht, ist sie vorteilhaft, weil die hohe Puffersalz-
konzentration des die neutralen Aminosiuren enthaltenden ersten
Eluates der 15 cm Kolonne die gute Trennung dieser Aminosduren
bei der Rechromatographie auf der 110 cm Kolonne erschwert. Eine
fast ebenso gute Vortrennung der basischen Aminosiuren konnte
durch eine papierelektrophoretische Trennung erreicht werden. Dazu
wurde das Hydrolysat oder die Losung des Aminosdure-Testgemisches
auf einem mit 1 9%, Oxalsdure vorgereinigtem Filterbogen (Whatman
No1l oder No3 MM) von 32,5 x 28,5cm bei pH 3,9 (Essigsiure-
Pyridin Puffer) und beir 380-400 V. wihrend 11/, Stunden elektro-
phoretisch getrennt. Die basischen Aminosiuren wandern als einheit-
liche Fraktion am weitesten kathodenwirts und kénnen leicht und
quantitativ von den sauren und neutralen Aminosduren, die drei
wenlg wandernde Fraktionen bilden, abgetrennt werden. Die Lokali-
siterung erfolgt durch Anfirben von getrennt, aber parallel auf den
beiden Randpartien mitwandernden Testgemischen. Je ein Streifen,
der die basischen Aminosiduren und die drei andern Fraktionen ent-
halt, wird nach Trocknen des Filterbogens herausgeschnitten und
mit 0,01 N HCI eluiert. Die beiden Eluate werden unter Vakuum im
Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft, in 2 ml Puffer pH 4
bzw. 2,5 aufgenommen und auf die 15 bzw. 110 cm Kolonne aufge-
tragen und chromatographiert. Die photometrische Bestimmung der
Aminosduren in den Chromatogrammfraktionen wurde, wie unter
1. beschrieben, durchgefiihrt. Als Blindwert diente 1 ml aminosiure-
freies Kolonneneffluat, doch wurde zur Kontrolle immer ein 2. Blind-
wert mit 1 ml reiner Pufferlésung angesetzt.
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5. Hydrolyse

1,2ml einer Phosphataselosung, die pro ml 1,75mg N und eine
Aktivitait von 808 000 Phosphataseeinheiten enthielt, wurde mit
1,2 ml conc. HCl und mit drei Tropfen einer 15 9%,-igen Titanchlorid-
l6sung (Merck) in einem Glasrohr unter Vakuum eingeschmolzen und
wahrend 44 Stunden in einem siedenden Toluolbad (Sdp. 110°) er-
hitzt. 2-3 Stunden nach dem Ansetzen fiarbt sich das Hydrolysat
schwach gelb-braunlich, doch kam es zu keiner sichtbaren Bildung von
unloslichen Huminflocken. Nach Beendigung der Hydrolyse wurde
der Inhalt des Rohrchens in ein 20 ml Kélbchen gespiilt und das
Hydrolysat zur Entfernung der Salzsiure im Rotationsverdampfer
unter Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde 3 mal
in dest. Wasser aufgenommen und jedesmal bis zur Trockene verdampft.
Der Hydrolysatriickstand wurde in 7 ml (I) bzw. 5 ml (1) Citratpuf-
ferlosung von pH 2,4 aufgenommen und der genaue Stickstoffgehalt
mit einer Halbmikro-Kjeldahlmethode bestimmt. Er betrug fir das
Hydrolysat 1 290 y/ml, fir das Hydrolysat II 390 v/ml.

6. Aminosdurenachweis

Um die im Hydrolysat anwesenden Aminosiduren qualitativ nach-
zuweisen, wurde die Diinnschichtchromatographie auf Silicagel G
(Merck) in Puffer pH 5 mit n-Butanol-Eisessig-Wasser (60:20:20)
genau nach M. Brenner und A. Niederwieser 19) durchgefiihrt. Diese
Methode wurde sowohl fiir die Uberpriifung der qualitativen Amino-
saurezusammensetzung der Phosphatase, als auch fir die Identifi-
zierung der einzelnen Aminosdurefraktionen des Kolonneneluates
durchgefiihrt, wobei Diinnschichtchromatographie gegentiber der
Papierchromatographie den Vorteil bot, dal man die Trennung und
den Nachweis mit sehr kleinen Mengen von Aminosiduren durch-
fithren kann. 1-2 v je Aminosdure sind noch gut nachweisbar.

7. pH-Messung

Die pH-Werte der Pufferlosungen wurden mit einem pH-Meter
Knick Typ 35 oder Metrohm E 388 auf 0,01 pH Einheiten genau ge-
messen und eingestellt.

35



o o 08 RO

—

13.
14,
1>
16.

1i

18.

19

36

=0l

LITERATURVERZEICHNIS

S. Moorge, W. H. SteiN: J. biol. Chem. 776, 367 (1948)

S. Moorg, W. H. SteIN: J. biol. Chem. 792, 663 (1951)

S. Moorg, W. H. SteIN: ]. biol. Chem. 277, 893 und 907 (1954)

C. H. W. Hirs, S. Moorge, W. H. SteEIN: ]. biol. Chem. 795, 669 (1952).

F. SANGER: Biochem. J. 39, 507 (1945)

S. AkaBorl, H. OuNo und K. Narita: Bull. Chem. Soc. Japan 25, 214
(1952)

H. HLastweETz und J. HABERMANN: Liebigs Ann. Chem. 769, 195 (1873)
E. KorFrany: Z. physiol. Chem. 283, 14 (1948)

M. X. Surrivan, W. C. Hess: J. biol. Chem. 117, 423 (1937)

J. Goa: Acta Chem. Scand. 75, 1975 (1961)

P. B. HamiLTtoN: Annals of the New York academy of sciences. 702
Art. 1 1-180 (1962)

. P. B. HamiLton, D. C. Bogug, R. A. ANDERSON: Analyt. Chem. 32, 1782
(1960)

K. HanNING: Clinica Chimica Acta 4, 51 (1959)

E. TETzNER: Microchem. 28, 141 (1940)

W. TroLL und K. R. CanNaN: ]J. biol. Chem. 200, 803 (1953)

P. PorTmANN, R. RossiEr und H. CHARDONNENS: Helv. Physiol. Acta 78,
414 (1960)

. L. ENgsTROEM: Biochem. Biophys. Acta 52, 49 (1961)

L. EngsTROEM: Biochem. Biophys. Acta 54, 179 (1961)

. M. BReENNER und A. NIEDERWIESER: Experientia 16, 378 (1960)



	Bestimmung der quantitativen Aminosäurezusammensetzung der alkalischen Darmphosphatase mit Hilfe einer modifizierten Ninhydrinbestimmungsmethode

