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Über die Bestimmung von Purin-5 -Nucleotiden mit Carbazol

Von /. Solms

(Forschungslaboratorien für Nestlé-Produkte, Vevey)

1. Einführung
Purin-5'-Nucleotide sind von steigender Bedeutung als Geschmacksträger in

Lebensmitteln (1, 13). 5'-IMP ist ein wichtiger Bestandteil in Fisch und Fleisch
(2, 3, 4), 5'-GMP ein solcher in Speisepilzen (3, 5). Der Nachweis dieser Verbindungen

bereitet analytisch keine Schwierigkeiten, benötigt aber meistens zur
genauen Abklärung der Struktur, insbesondere der Stellung der Phosphatgruppe, eine
Kombination von Kolonnenchromatographie, UV-Spektrophotometrie und Papier¬

in der vorliegenden Arbeit werden die 1

5'-AMP Adenosin-5'-phosphorsäure
2'3'-AMP Adenosin-2'3'-phosphorsäure
5'-IMP Inosin-5'-phosphorsäure
5'-GMP Guanosin-5'-phosphorsäure
2'3'-GMP Guanosin-2'3'-phosphorsäure

Abkürzungen verwendet:

5'-UMP Uridin-5'-phosphorsäure
2'3'-UMP Uridin-2'3'-phosphorsäure
5'-CMP Cytidin-5'-phosphorsäure
2'3'-CMP Cytidin-2'3'-phosphorsäure
5'-XMP Xanthosin-5'-phosphorsäure
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elektrophorese (6, 7). Im folgenden soll eine einfache kolorimetrische Nachweismethode

beschrieben werden, welche die analytische Arbeit bedeutend vereinfacht.
Sie stützt sich auf die bekannte Reaktion von Pentose-5'-Phosphaten mit Carba-
zol (8). Es wird gezeigt, daß diese Methode für eine spezifische, quantitative
Bestimmung von Purin-5'-Nucleotiden angewendet werden kann. Ähnlich den
bekannten Nachweismethoden für Hexosen, Pentosen, Uronsäuren usw. (9,10,11,12)
beruht die Reaktion auf einer Dehydratation des Nucleotid-Zuckers in konzentrierter

Schwefelsäure in Gegenwart von Carbazol. Es wird angenommen, daß sich
dabei eine Intermediärverbindung mit Furfurol-Struktur bildet, die mit Carbazol
zu einem Farbstoff reagiert. Dabei bilden Purin-5'-Nucleotide einen Farbstoff mit
einem Absorptionsmaximum bei 685 m;t. Es werden die optimalen Reaktionsbedingungen

ermittelt. Es ist bekannt, daß SH-Verbindungen wie Glutathion und
Cystein die Reaktion stören (8).

Figur 1

Spektren der Carbazolreaktion von 5'-AMP

1 H2S04 konz. Merck; 5'AMP 0,96 (j.Mol
2 H2S04 konz. Merck + 0,5 °/o FeS04; 5'AMP 0,96 p,Mol
3 H2S04 konz., rauchend, Siegfried; 5'AMP 0,96 [xMol

2. Experimenteller Teil

Für die Versuche wurden die folgenden Reagenzien verwendet: Carbazol sub-
limiert der Fa. FLUKA AG., Buchs; Nucleotide, Nucleoside und Zucker der
Firmen FLUKA AG., California Corporation for Biochemical Research; Los Angeles,
Calif., und Sigma Chemical Corp., St. Louis, Mo.; Ribonucleinsäure der Fa. C. F.

Boehringer und Söhne, Mannheim; Ribonuclease, purum, der Fa. FLUKA AG.;
Phosphodiesterase der Fa. Worthington Biochemical Co., Freehold, N. J.; konz.
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Schwefelsäure, rein und konz. rauchende Schwefelsäure, rein, der Fa. Siegfried

AG., Zofingen; konz. Schwefelsäure, rein, und Ferrosulfat der Fa. Merck
AG., Darmstadt.

Für die Farbreaktion wurden in Vorversuchen die optimalen Reaktionsbedingungen

ermittelt, indem die Konzentration an Schwefelsäure verschiedener
Provenienz, Wasser und Alkohol in der Reaktionsmischung, die Erhitzungszeit und der
Einfluß von allfälligen Zusätzen (FeSCh) auf die Reaktion untersucht wurden. Aus
der ganzen Versuchsserie ergaben die folgenden Bedingungen gute Resultate:

5 cm3 Schwefelsäurereagenz (150 cm3 konz. rauchende Schwefelsäure der Fa.
Siegfried und 50 cm3 dest. Wasser werden gemischt und gekühlt) wird in ein
Reagensglas pipettiert und in Eiswasser gekühlt. Nun wird 1 cm3 Testlösung (enthaltend

0,20-1,00 pMol Testsubstanz in wäßriger Lösung) langsam auf die Säure
überschichtet. Sodann wird 1 cm3 einer 0,1 proz. aethanolischen Carbazol-Lösung
(täglich frisch herzustellen) zugegeben. Die Mischung wird rasch und gut geschüttelt

und während genau 5 Minuten in einem heftig siedenden Wasserbad erhitzt.
Sodann wird während 3 Minuten in Eiswasser gekühlt und sofort gemessen im
Bereich von 440-740 mp. Die Messung erfolgt gegen einen Nullwert, der kein
Carbazol enthält, sonst aber gleich behandelt worden ist wie der Meßwert. Für die
Messungen wurden ein Beckmann DB Spektrophotometer mit Registrierzusatz,
sowie ein Beckmann DU Spektrophotometer verwendet.

Figur 2

Spektren der Carbazolreaktion

1 5'-AMP 0,96 [jlMoI 5 Ribose-5-Phosphat ca. 1,0 p,Mol
2 5'-GMP 1,01 jrMol 6 2'3'-AMP ca. 1,0 p,Mol
3 5'-IMP 0,88 [tMol 7 5'-UMP ca. 1,0 p,Mol
4 Ribose ca. 1,0 [xMol
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Ähnliche Resultate ergibt die Verwendung eines modifizierten Schwefelsäure-
reagenz' folgender Zusammensetzung: 1,0 g FeSO« • 7 H2O werden in 50 cm3

Wasser gelöst und mit 150 cm3 konz. reiner Schwefelsäure der Fa. Merck versetzt
und gekühlt. Dieses Reagenz ergibt leicht verschobene Maxima und höhere Werte
der Extinktionskurven. Es muß jeden Tag frisch hergestellt werden, kann aber
trotzdem sehr gut verwendet werden.

Für den Ribonucleinsäureabbau mit Ribonuclease wurden 6 cm3 einer 6pro-
zentigen Ribonucleinsäurelösung mit 1 cm3 Trispuffer (pH 7,5) und 15 cm3 einer
Enzymlösung, enthaltend 200 y Enzym, versetzt und unter Rühren bei 45 0 C
während 45 Stunden inkubiert. Dabei wurden etwa 30 %> Mononucleotide
freigesetzt.

Für den Ribonucleinsäureabbau mit Phosphodiesterase wurden 1,0 mg Enzym
in 15 cm3 Trispuffer (pH 8,5) gelöst und mit 6 cm3 einer 6prozentigen
Ribonucleinsäurelösung versetzt. Die Mischung wurde unter Rühren bei 38 0 C während

92 Stunden inkubiert und ergab etwa 50 % freie Mononucleotide.

3. Ergebnisse

In Figur 1 sind die Spektren für 5'-AMP dargestellt, die bei Verwendung von
Schwefelsäure verschiedener Provenienz, aber unter sonst optimalen
Reaktionsbedingungen, erhalten wurden. Für die folgenden Versuche wurde vor allem
75prozentige rauchende Schwefelsäure, Siegfried, verwendet; doch kann, wo diese

nicht erhältlich ist, auch 75prozentige Schwefelsäure, Merck, mit FeSO« verwendet

werden.
In Figur 2 sind die Spektren, die mit 5'-AMP, 5'-IMP und 5'-GMP erhalten

wurden, denjenigen einiger verwandter Verbindungen gegenübergestellt. Als
Beispiele wurden 5'-UMP, 2'3'-AMP, Ribose-5-phosphat undRibose gewählt. Der
Unterschied zwischen den Spektren der Purin-5'-Nucleotide und der anderen
Verbindungen ist sofort ersichtlich. Interessant ist die negative Reaktion von 5'-UMP.
Zahlreiche weitere Verbindungen wurden auf ihre Reaktionsverhalten geprüft.
Die Verbindungen 5'-CMP, 2'3'-CMP, 2'3'-UMP, Uridin, Cytidin und Glucurono-
lacton zeigten, analog 5'-UMP, keine Farbreaktion.

Die Verbindungen 2'3'-GMP, Adenosin, Guanosin, Inosin, Glukose-1-Phosphat,
Glukose-6-Phosphat, Glukose, Galaktose, Arabinose, Maltose und Ribonuclein-
säure ergaben Spektren analog 2'3'-AMP und Ribose. Ribose-5-phosphat ergab als

einzige Verbindung ein den Purin-5'-Nucleotiden verwandtes Spektrum. 5'-XMP,
das ebenfalls in die Gruppe der Geschmacksträger gehört (1), war nicht erhältlich
und konnte daher nicht geprüft werden. Auf Grund seiner Struktur muß aber

angenommen werden, daß es ebenfalls die Purin-5'-Nucleotid-Reaktion zeigt.
Extinktions-Konzentrations-Kurven wurden von 5'-AMP, 5'-IMP und 5'-GMP

aufgenommen und sind in Figur 3 dargestellt. Sie zeigen, daß eine kolorimetrische
Bestimmung dieser Nucleotide im Konzentrationsbereich von 0,1-0,75 [FMol
Substanz pro cm3 Ausgangslösung möglich ist.
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Extinktion

685 mp

0.5 -

Substanz pro cni Testlösung

Figur 3

Konzentrations-Extinktions-Geraden, gemessen bei 685 mjx

1 5'-IMP 2 5'-GMP 3 5'AMP

Die Bestimmungsmethode gestattet eine quantitative Ermittlung von Purin-5'-
Nucleotiden nach einer Vorreinigung wie z. B. Adsorption an Aktivkohle,
Ionenaustauscher-Chromatographie oder Papierelektrophorese, erlaubt aber auch eine
direkte Bestimmung an gewissen Mischungen. In einer Handelsmischung enthaltend
92 % Na-Glutamat und 7,25 °/o einer Mischung von 5'-IMP und 5'-GMP konnte
durch direkte Kolorimetrie ein totaler Purin-5'-Nucleotidgehalt von 7,50 %
ermittelt werden. In einem Rohextrakt aus roten Blutkörperchen, der 2,35 °/o 5'-IMP
neben 66,5% Asche, 16% Eiweiß und anderen Nucleosiden enthielt, konnte ein
Gesamtgehalt an Purin-5'-Nucleotiden durch direkte Kolorimetrie von 2,60 %
ermittelt werden. Eine direkte Bestimmung der Purin-5'-Nucleotide in Nahrungsmitteln

wie z. B. in Bouillonmassen, ist nicht möglich.
Schließlich eignet sich die Methode zum Studium des enzymatischen Ribo-

nucleinsäureabbaues durch Phosphodiesterase. Dieses Enzym setzt bekanntlich
5'-Nucleotide aus Ribonucleinsäure frei, während beim Abbau mit Säure und Base
oder mit dem Enzym Ribonuclease 2'3'-Nucleotide freigesetzt werden. In Figur 4
ist das Spektrum einer Reaktionslösung von Ribonucleinsäure vor und nach dem
Abbau mit 5'-Phosphodiesterase dargestellt. Der Anstieg des Spektrums bei 685 m[x
zeigt die Freisetzung von Purin-5'-Nucleotiden an. Bei einem Abbau mit Säure
oder Ribonuclease wurde keine Veränderung im Spektrum während der
Farbreaktion festgestellt.
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4. Diskussion

Die vorliegende Methode gestattet bei Einhaltung der optimalen Reaktionsbedingungen

eine qualitative und quantitative Bestimmung von PurkiT5'-Nucleo-
tiden, entweder in Mischung mit anderen Verbindungen, oder nach einmaliger
Vorreinigung. Die Purin-5'-Nucleotide ergeben einen Farbstoff mit einem
Extinktionsmaximum bei 685 m[x, während Purin-2'3'-Nucleotide, Pyrimidin-2'3'-Nu-
cleotide, Pyrimidin-5'-Nucleotide, Nucleoside und Zucker entweder gar nicht
reagieren oder einen Farbstoff mit einem Extinktionsmaximum bei 530 mjj, bilden.
Von allen geprüften Verbindungen zeigte einzig Ribose-5-Phosphat eine Reaktion
mit einem Maximum bei 685 mp, doch kommt Ribose-5-Phosphat in vielen
Nahrungsmitteln nur in relativ kleinen Mengen vor, oder kann mit üblichen Methoden
leicht von den Nucleotiden abgetrennt werden. Als Artefakt von Nucleotiden
spielt Ribose-5-Phosphat jedenfalls keine Rolle.

Wenn man die vorliegenden Spektren mit denjenigen der Literatur
vergleicht (8), so fallen Unterschiede in den Extinktionsmaxima für viele Verbindungen

auf. Diese Unterschiede können, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird,
auf die Zusammensetzung der verwendeten Schwefelsäure zurückgeführt werden.

Die Herstellung von frischen Standardkurven ist daher in jedem Falle zu
empfehlen.

Für die Mitarbeit an der vorliegenden Arbeit danken wir Frl. /. Remund und
den Herren K. Fleury und J. P. Corbaz.

Figur 4

Spektren der Carbazolreaktion einer Ribonukleinsäure-Abbaulösung

1 Ausgangslösung 2 Lösung nach partiellem Abbau mit Phosphodiesterase
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Zusammenfassung

Mit der Carbazol-Reaktion können bei einer Wellenlänge von 685 mp, 5'-AMP, 5'-IMP
und 5'-GMP spezifisch und quantitativ in Konzentrationen von 0,1—0,75 pMol pro cm3

Lösung bestimmt werden. Pyrimidin-Nucleotide zeigen keine Reaktion; 2'3'- Nucleotide,
Nucleoside und Zucker ergeben ein Reaktionsspektrum mit einer maximalen Extinktion bei
530 mp. Einzig Ribose-5-Phosphat zeigt ein den Purin-5'-Nucleotiden verwandtes
Reaktionsverhalten; doch kann diese Verbindung leicht von denNucleotiden abgetrennt werden.
Die Zusammensetzung der verwendeten Schwefelsäure und die genaue Einhaltung der

Reaktionsbedingungen sind wichtig. Die Methode eignet sich zur spezifischen Bestimmung

von Geschmacksträgern mit Nucleotid-Struktur in Nahrungsmitteln.

Résumé

Le présent travail décrit une méthode spectrophotométrique qui permet la détermination

spécifique de l'adénosine-5'-phosphate, de l'inosine-5'-phosphate et du guanosine-5'-
phosphate après réaction avec le Carbazole. L'utilisation de cette méthode pour la
détermination de certains composés d'arome dans les aliments a été discutée.

Summary

A spectrophotometric method for the specific determination of adenosine-5'-phosphate,
inosine-5'-phosphate and guanosine-5'-phosphate is described. The method ist based on
the Carbazole-reaction. The application of this reaction for the determination of flavor-
nucleotides in food is discussed.
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