Isolierung von gelosten organischen Verbindungen aus
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ABSTRACT: Isolation of dissolved organic substances from sea water with special reference
to amino acids. Several methods have been used hitherto to isolate amino acids from sea
water. These methods are discussed in the first part of this paper, which is primarily concerned
with the presentation of a new method, the desalting efficiency of which had been proved
in a previous work by the author. In the newly described procedure, principal removal of
inorganic salts is accomplished by ion retardation using resin Retardion 11 A8 (Dow Chemical
Company, Midland, Mich., USA). The remaining ions and most of the organic compounds are
adsorbed by ion exchange columns. It is thus possible to separate amino acids, carbohydrates
and organic acids and obtain them in a salt-free solution. The new procedure very efficiently
isolates some main groups of organic substances from one liter of sea water. Single components
of these groups are then identified by paper chromatography. Employing the new method,
several amino acids, carbohydrates, ascorbic acid and two organic acids could be isolated from
sea water samples of the Deutsche Bucht (Southern North Sea) and from plankton cultures.

EINLEITUNG

Die Gesamtmenge der geldsten organischen Substanzen des Meerwassers wird
normalerweise als ,geloster organischer Kohlenstoff“ bestimmt. Fine Finteilung in
einzelne Komponenten, die mehr oder weniger definierten Substanzgruppen zuge-
héren, wird zuweilen versucht. In diesen Fillen wird die organische Substanz zum
Beispiel als organischer N oder P oder als Gesamtkohlenhydrate angegeben. Jedoch
geht aus diesen Untersuchungen hiufig nicht hervor, welche Substanzen im einzelnen
auftreten und wie grof§ der Anteil an biologisch verwertbaren Stoffen ist. Dies ist eine
Frage von eminenter Bedeutung nicht nur fiir die Kenntnis der Stoffkreislaufes im
Meer, sondern audh fiir das Verstindnis der Okologie und des Verhaltens der marinen
Lebewesen. Die summarische C-Analyse bringt uns hier keineswegs weiter. Wir miissen
wissen, um welche Verbindungen es sich im einzelnen handelt und in welchen Kon-
zentrationen diese vorkommen,

Die Durchfiihrung derartiger Analysen ist erst in den letzten Jahren seit der Aus-
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arbeitung verfeinerter mikrochemischer Untersuchungsverfahren moglich geworden.
Aber auch heute ist noch eine grofie Schwierigkeit zu iiberwinden. Die einzelnen Sub-
stanzen kommen nimilich in auflerordentlich geringen Mengen vor — im giinstigsten
Fall in Konzentrationen ven etwa 1 mg/l Meerwasser. Vor der qualitativen und
quantitativen Analyse steht daher die Abtrennung der organischen Stoffe von der ver-
gleichsweise riesigen Menge anorganischer Salze. Bisher sind fiir diese Abtrennung ver-
schiedene Methoden vorgeschlagen worden (vgl. Jomnston 1955, JerrrEy & Hoop
1958), die sich fiir Substanzgruppen oder einzelne Substanzen mehr oder weniger
bewihrt haben. Ein Universalverfahren zur Isolierung simtlicher organischer Verbin-
dungen aus dem Meerwasser existiert jedoch nicht. Es mufl daher zunichst versudht
werden, eine Substanzgruppe nach der anderen zu bearbeiten und leistungsfahige
Methoden fiir ihre Isolierung zu finden.

Eine der wichtigsten Gruppen ist die der Aminosduren. Letztere besitzen eine
mannigfaltige Bedeutung im Stoffwechselgeschehen und lassen sich heute durch sehr
gute Mikroverfahren nachweisen. Das ist wohl auch der Grund, daf} auf diesem Sektor
der organischen Meereschemie bisher am meisten gearbeitet worden ist. Auch die vor-
liegende Abhandlung befafit sich vor allem mit der Isolierung der Aminosiuren und
verwandter Verbindungen aus dem Meerwasser. Im Anschluff an eine Diskussion der
Arbeiten anderer Autoren (auf mikrobiologische Methoden wird nicht eingegangen;
vgl. dazu Berser 1959) wird ein neues Isolierungsverfahren beschrieben. Ein kurzer
Abschnitt ist der Isolierung von Ascorbinsiure und von organischen Siuren vorbehal-
ten, deren Auffindung mit der neuen Methode in einem gewissen Mafle gleichfalls
moglich ist. Ferner wird kurz auf die Kohlenhydrate eingegangen, die auf die geschil-
derte Weise sehr gut isoliert werden konnen.

Da die eigenen Arbeiten infolge meiner Ubersiedlung nach Neustadt/Weinstrafle
abgebrochen werden mufiten, konnten die Anwendungsbeispicle nicht mehr quanti-
tativ ausgewertet werden. Soweit es moglich ist, werden jedoch die Groflenordnungen
der Konzentrationen einiger gefundener Aminosduren angegeben.

METHODIK

Bisherige Isolierungsmethoden

Eine Kritik mehrerer Isolierungsverfahren verfafiten Jerrrey & Hoop (1958).
Dem Bearbeiter des Problems der organischen Substanzen im Meerwasser dringt sich
zunichst die Isolierung mit Hilfe des Tonenaustauschverfahrens auf. Grundsitzlich ist
diese Methode natiirlich geeignet. Jedoch werden grofle Mengen an Austauschermaterial
sowie an Elutions- und Regeneriermitteln bendtigt. Angesichts des Vorkommens gro-
Rer Mengen verschiedener anorganischer Tonen mufl sehr kritisch gepriift werden,
welches Elutionsmittel in Frage kommt. Bei Verwendung eines starken Kationenaus-
tauschers halte ich in Ubereinstimmung mit ParMork (1963a) eine Piperidinldsung
zur Elution der Aminosduren fiir sehr geeignet. Ich benutzte aber 0,3 m Piperidin-
16sung, um das Elutionsvolumen wesentlich zu verringern. Gegeniiber der Elution mit
Ammoniak oder verdiinnter HCI bietet obige Losung erhebliche Vorteile (BucHanan
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1957). Nach Jornston (1955) und Jerrrey & Hoop (1958) ist das Ionenaustausch-
verfahren dann giinstig, wenn das Meerwasser durch andere Methoden vorentsalzt
wird, so dafl dann nur noch geringe Mengen Austauschermaterial in Frage kommen.
So setzten auch TatsumoTo et al. (1961), Parmork (1963a) und Decens (1964) das
Austauschverfahren nur zur Restentsalzung ein; dasselbe Prinzip erscheint auch in
meiner eigenen Isolierungsmethode.

Nach Jerrrey & Hoop (1958) soll ein grofler Teil der organischen Stoffe durch
Zusatz von 0,1 m FeCls zum Seewasser quantitativ koprizipitiert werden. Aus dem
Prizipitat miissen dann die organischen Substanzen isoliert werden. TaTsumoTo et al.
fanden jedoch bei Anwendung dieser Methode nur noch 53 %/o einer zugesetzten Amino-
sdure im Konzentrat wieder. Bei Parx et al. (1962) fehlen Hinweise auf die Ausbeute.
In eigenen Versuchen mit dieser Methode wurden bestenfalls nur 40 %6 von zugesetz-
tem Glycin oder Glucose wiedergefunden. Die Eignung des Verfahrens diirfte frag-
lich sein.

NewgLL (1962) versuchte, organische Substanzen des Seewassers mit Aluminium-
und Magnesiumhydroxiden zu fillen. Anorganische und organische Phosphate wurden
quantitativ niedergeschlagen, ihre Konzentration konnte exakt ermittelt werden. Zur
Identifizierung der organischen Phosphate miifiten allerdings die niedergeschlagenen
anorganischen Substanzen wieder entfernt werden. Fiir die Isolierung der Phosphate
scheint das Verfahren vielversprechend zu sein. Eigene Versuche, auf diese Weise
Aminosduren aus dem Meerwasser abzutrennen, lieferten aber nur eine sehr geringe
Ausbeute zugesetzter Testsubstanzen. Angewandt auf die Isolierung von Aminosiuren
diirfte fiir die NEweLLsche Methode das gleiche gelten, was zur Koprizipitations-
methode mit Eisensalzen gesagr wurde.

Parmork (1963a) engte Seewasser im Rotationsverdampfer ein, wobel von Zeit
zu Zeit die ausgefallenen Salze abfiltriert wurden. Das Restkonzentrat wurde durch
eine Sdule mit DOWEX 50 W geleitet und die adsorbierten Aminosiuren mit Pipe-
ridinl6sung eluiert. Das Finengen des Seewassers mufl also mehrmals unterbrochen
werden, wodurch zusitzliche Arbeitsschritte erforderlich sind. Die ausgefillten Salze
miissen sehr sorgfiltig extrahiert werden, um méogliche Verluste zu vermeiden. Uber
die Ausbeute an organischen Substanzen ist bei diesem Verfahren nichts angegeben
worden.

Bei dem von JerrreY & Hoop (1958) diskutierten Dialysierverfahren wird eben-
falls stufenweise gearbeitet. Es wird so lange dialysiert, bis eine Salzkonzentration von
19/50 erreiche ist. Dann wird eingeengt bis zu einer Konzentration von 30 bis 40 /00,
weiter dialysiert etc., bis die Vollentsalzung eingetreten ist. Abgesehen von zahlreichen
Arbeitsschritten diirfle dieses Verfahren wenig geeignet sein, weil die Ausbeute fiir
manche zugesetzten Aminosduren sehr gering ist.

PaLMORK (1963b) isolierte die Aminosiuren als DNP-Derivate, die sich chromato-
graphisch sehr gut nachweisen lassen. Ein Vorteil des Verfahrens ist, daf das Konzen-
trieren grofler Flissigkeitsmengen unterbleibt. Jedoch ist das Verfahren umstindlich,
iiber die Ausbeute zugesetzter Aminosiuren ist nichts bekannt,

Decens et al. (1964) dampften angesiuertes Meerwasser zur Trockne ein und
extrahierten den Riickstand mehrmals mit 80%igem Athanol. Das alkoholische, noch
sehr salzreiche Konzentrat wurde nach Abdampfen des Alkohols durch Tonenaustau-
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scher entsalzt und papierchromatographisch analysiert. Bei ausreichender Extraktion
des Riickstandes sollen gute Ausbeuten erreicht worden sein. Eigene Versuche mit
alkoholischer Extraktion von eingeengtem Seewasser fithrten zu unterschiedlichen Er-
gebnissen. Es wurden 72 bis 100 %, zugesetzten Glycins wiedergefunden. Im Extrake
war noch eine erhebliche Salzmenge verblieben, der Entsalzungsgrad, bezogen auf CI,
betrug in diesen Versuchen etwa 11 %/s. Das aber bedeutet, dafl eine sehr grofle Menge
an lonenaustauschern zur Restentsalzung erforderlich ist. Kritisch ist auch das Ein-
dampfen des Meerwassers. Es mufl sorgfiltig darauf geachtet werden, dafl Salze und
damit ein Teil der organischen Substanzen nicht an den Glaswinden haften bleiben.
Es empfiehlt sich daher, das Konzentrieren des Meerwassers nur so lange durchzufiih-
ren, bis noch einige ml Wasser iibrig sind. Die Entfernung des restlichen Wassers er-
folgt dann am besten durch Gefriertrocknung. Durch Verringerung des zur Extraktion
benutzten Alkoholvolumens lifit sich der Entsalzungsgrad noch verbessern, jedoch muf}
auf eine erschdpfende Extraktion geachtet werden.

Schlieflich dampfte StepnENs (1962, 1963) Seewasser auf einer heiflen Platte ein
und extrahierte die Aminosiduren aus dem Riickstand mit 29/0 HCl in Aceton. Der
Extrakt wurde wieder eingedampft und die mit Wasser gelosten Aminosiuren bestimmt.
Die Ausbeute fiir einige getestete Aminosiuren betrug nur 54,5 bis 55,5 %/5.

Eigene Untersuchungen: Die Retardion-Methode

Zur Tsolierung von Aminosduren aus dem Meerwasser benutzte ich das lonen-
verzbgerungsverfahren mit Retardion 11A8. Uber die Entsalzung von salzreichen,
organische Stoffe enthaltenden Losungen mit Retardion habe ich frither ausfiihrlich
berichtet (ScHAEFER 1964, 1965). Mit den dort angegebenen Sdulenabmessungen konn-
ten 50 bis 100 ml Salzlsung weitgehend deionisiert werden, wobei der grofite Teil der
zugesetzten organischen Testsubstanzen, insbesondere Aminosduren, Kohlenhydrate
und Phosphorsiureester quantitativ wiedergefunden wurde.

Um 11 Meerwasser partiell entsalzen zu kSnnen, wurden nach eingehenden Vor-
versuchen 3 mit Retardion gefiillte Sdulen folgender Abmessungen verwandt: (1) Siule
80 ¢ 6 cm, Berthhe Retardion 71 cm, (2) Sdule 80 X 4 cm, Betthshe 67 cm, (3) Sdule
70 X 2 cm, Betththe 64 cm. Die Vorversuche mit diesen Siulen waren die gleichen,
wie sie in den erwihnten Arbeiten mit kleinen Sdulen durchgefiihrt worden waren.
Auf die erste Siule wurde mittels Schliffverbindung ein die Seewasserprobe enthalten-
der birnenférmiger Kolben aufgeserzt. Nach Durchlauf des Seewassers wurde die
Siule an ein hochstehendes Wasserreservoir angeschlossen. Die einzelnen Siulen waren
mit Kunststofschliuchen von 1 bis 2 mm Durchmesser verbunden. Der Auslauf der
letzten Siule konnte mit einem dhnlichen Schlauch entweder an ein Auffanggefdff oder
an eine Ionenaustauschersiule angeschlossen werden. Die Durchfiihrung der Entsalzung
wurde in der fritheren Arbeit (Scuarrer 1964) beschrieben. Vorversuche mit ange-
schlossenem Fraktionssammler (15 ml Fraktionen) ergaben, dafl die Glycin oder Glu-
cose enthaltende Fraktion einer 1 | Meerwasserprobe die Siulen zwischen 1600 und
3100 ml Auslauf einschliefilich Meerwasserprobe verlieff. Diese Fraktion wird im
folgenden immer als ,organische Fraktion“ bezeichnet. Nach dem Durch-
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lauf der Wasserprobe wurde mit 12 bis 15 1 aqua destillata nachgespiilt, dann konnte
die nichste Probe aufgegeben werden. Wie schon frijher erliutert wurde, erfolge die
Elution der Retardionsiulen normalerweise mit aqua destillata.

Eine Rethe von Versuchen ergab, daf} in der ,organischen Fraktion“ noch Rest-
salze enthalten waren. Thre Konzentration und der Entsalzungsgrad, also der Prozent-
satz der entfernten lonen, sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Es ergibt sich daraus, daff

Tabelle 1
Durchschnittswerte von 4 Entsalzungsversuchen mit Retardion 11A8. Probe: 1 1 kiinstliches

Meerwasser

I legt in der »organischen Entsalzungsgrad

onen vorgeies Fraktion® verblieben &%

Cl 1934 ¢ 2,715 g 85,96 %/

SO - 272 g 1,599 g 41,22%

Catt 416 mg 25,7 mg 93,82 %

Mg+ 1,295 g 0,055 g 95,76 %s

ein grofler Teil der lonen durch die Anwendung der Retardionsiulen in einem Ar-
beitsgang aus dem Meerwasser entfernt werden knnen. Weitere Vorversuche ergaben,
daf zugesetztes Glycin im Eluat zwischen 90 bis 100 %/s wiedergefunden wurde.

Zur exakten Analyse der im Meerwasser enthaltenen Aminosiuren durch Mikro-
nachweisverfahren mufl aber eine Vollentsalzung durchgefithrt werden. Zu diesem
Zwedck wird die letzte Retardionsiule wihrend des Auslaufes der ,organischen Frak-
tion“ (zwischen 1600 und 3100 ml) mittels Kapillarschlauch mit einer Austauscher-
sdule von etwa 200 ml Volumen verbunden. Dadurch werden die entsprechenden aus-
laufenden Tonen und die Aminosiuren adsorbiert. Nach Durchspiilen dieser Siule mit
500 bis 1000 ml aqua destillata werden die Aminosiuren eluiert. Bei Verwendung von
Dowex 50 (H*-Form) bewihrte sich dabei, wie bereits eingangs erwihnt wurde, eine
0,3 m Piperidinldsung. Die Aminosiuren erschienen bei dieser Elutionsform im Be-
reich von etwa 750 bis 1000 ml, wobei fiir Routineuntersuchungen aus Sicherheitsgriin-
den (zum Beispiel bei ungeniigender Regeneration) ein Elutionsvolumen von 600 bis
1100 ml gesammelt wurde. Diese salzfreie Fraktion wurde mehrmals im Rotationsver-
dampfer eingeengt und anschliefend gefriergetrocknet.

Bei Verwendung des Anionenaustauschers Dowex 2 (OH—-Form) wurden die
Aminosduren mit n-Essigsdure eluiert. Anhand der Farbverinderung des Harzes ist
der Durchlauf der Essigsiure leicht erkennbar. Kurz vor dem Durchbruch des Elutions-
mittels wurde ein Auffanggefi fiir die Aminosiurenfraktion angeschlossen und ein
Volumen von etwa 500 ml gesammelt, das ebenfalls zur Trockne gebracht wurde. Bei
Verwendung des Anionenaustauschers ist jedoch zu beachten, daf einige Aminosiuren,
besonders Arginin, nicht oder nur teilweise zuriickgehalten werden.

Vorversuche ergaben, dafl auf die Austauschersiulen aufgegebene Aminosiure-
I6sungen, die eine Salzkonzentration wie die ,organische Fraktion® der Retardion-
sdulen enthielten, ebenfalls zwischen 95 bis 100 9/, wiedergefunden wurden.

Aus praktischen Griinden empfiehlt es sich, folgende Zeiten bei diesem Voll-
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entsalzungsverfahren einzuhalten: Am frithen Morgen wird die Seewasserprobe bei
etwa 400 bis 500 Torr durch ein Membranfilter (0,25 1 Porenweite) filtriert und sofort
auf die Retardionsiulen gegeben. Bei stirkerer Triibung und groferem Planktongehalt
erfolgt eine Vorfiltration durch ein engmaschiges Perlonfilter. Die Durchflufgeschwin-
digkeit wird durch eine Schraubklemme so geregelt, dafl bis zum Abend 1 | Scewasser
und 600 ml aqua destillata durch die Sdulen gelaufen sind. Anschlieflend wird die Aus-
tauschersiule angeschlossen und wiederum die Durchlaufgeschwindigkeit so eingestellt,
daf bis zum ndchsten Morgen 1500 ml ,organische Fraktion® die Siulen passiert haben.
Danach wird die Tonenaustauschersiule entfernt. Die Retardionsdulen werden weites
mit 10 bis 12 | aqua destillata bei einer Durchflufigeschwindigkeit von 350 bis 400 ml/h
durchgespiilt und sind am nichsten Morgen zur Aufnabhme der nichsten Meerwasser-
probe bereit. In der Zwischenzeit wird der Ionenaustauscher mit etwa 500 ml aqua
destillata gewaschen und dann mit etwa 1,1 1 0,3 m Piperidinlosung beziehungsweise
11 n-Essigsdure eluiert, worauf wieder eine Waschung mit aqua destillata, die zweck-
mifligerweise iiber Nacht durchgefithrt wird, erfolgt. Anschliefend wird mit 2n HCI
beziehungsweise 2n NaOH regeneriert. Es ist zweckmiflig, pro Retardionsiulenkom-
bination 2 Austauschersiulen bereitzuhalten, von denen die eine im Austauschbetrieb,
die andere im Regenerierbetrieb steht.

Bei Verwendung von 2 Retardionsiulenkombinationen kann tiglich eine Seewas-
serprobe verarbeitet werden. Da die Entsalzung und das Konzentrieren der Eluate
nur wenige eigentliche Arbeitsschritte mit geringem Zeitaufwand erfordern, kbnnen
die Analysen der organischen Stoffe bequem in der Zwischenzeit durchgefiihrt werden.

Fs ist selbstverstindlich unerlifilich, daf die Charakteristika der verwendeten
Siulen (Beginn und Ende der Elution etc.) experimentell, am besten unter Verwen-
dung eines Fraktionssammlers, untersucht werden. Die in dieser Arbeit angegebenen
Daten beziehen sich nur auf die hier angewandten Sdulenmafle. Durch Vermehrung der

Tabelle 2

Entsalzung mit Retardion und nachfolgende alkoholische Extraktion des eingedampften Riick-
standes. Probe: 1 | kiinstliches Meerwasser, Durchschnittswerte von jeweils 7 Versuchen

I leot im alkoholischen Entsal d
onen vorgeleg Extrakt gefanden ntsalzungsgra
ClI- 1934 ¢ 1,931 ¢ 90,02 %
SO4 - 2241 ¢ 0,041 g 98,18 o
Cat-t 0,417 g 0,0013 g 99,69 %o
Mg+t 1,327 ¢ 0,060 g 95,48 %/¢

theoretischen Platten kann mdglicherweise ein noch giinstigerer Trenneffeke erzielt wer-
den. Die hier angegebenen Siulenabmessungen wurden mehr oder weniger willkiirlich
angewandst, sie richteten sich nach dem vorhandenen Glasmaterial.

Es wurde weiterhin versucht, die Restentsalzung auf andere Weise durchzufiihren.
Die ,organische Fraktion® wurde im Vakuum eingeengt und mit mehreren Portionen
4 25 ml 809/ Athanol extrahiert. Die Konzentration der Restsalze konnte dadurch
weiterhin reduziert werden (Tab. 2}, insbesondere wurden die Sulfationen fast quanti-
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tativ entfernt, da sie im Retardioneluat als Alkalisulfate (ScHaErER 1964) vorliegen.
Jedoch war der Entsalzungsgrad noch nicht glinstig genug, so dafl die Entfernung der
Restionen, besonders der Chloride, wiederum mit allerdings wesentlich kleineren Ionen-
austavschersdulen hitte erfolgen miissen. Damit aber wire es zu einem umstindlicheren
Drei-Schritt-Verfahren gekommen,

BEs wurde bereits frither nachgewiesen (Scrarrer 1964), dafl die Ionen der Erd-
alkali durch Retardion relativ stark gebunden werden. Zu ihrer Entfernung aus der
Siule wird eine erhebliche Wassermenge bendtigt. Um den Auswaschprozef und damit
die Arbeitszeit zu verkiirzen, wurde versucht, die Erdalkali-Ionen nach dem Auslauf
der ,organischen Fraktion® mittels 0,2 m ADTE in NHy-NHCl-Puffer in Komplexe
zu Uberfihren. Jedoch wurde nur ein Teil der Ionen komplexiert, der die Sdule frither
als die nicht komplexierten Ionen verlieff. Die unvollstindige Komplexbildung war
darauf zeriidkzufiihren, dafl in der Siule allm#hlich eine Auftrennung von ADTE und
Puffer und damit eine Verschiebung des Gleichgewichts der Reaktion auftrat. Da der
Gipfel von ADTE vor dem von NH;* lag, miifite mit der Aufgabe des Puffers frither
begonnen werden. Dadurch wire die Komplexbildung giinstiger, und der Auswasch-
prozefl konnte um etliche | Wasser verkiirzt werden. Der Aufwand an Komplexbild-
nern und zusdtzlicher Arbeitszeit ist aber doch so grof}, dafl die Vorteile gegeniiber dem
normalen Verfahren zumindest aufgehoben wiirden. Weitere Versuche in dieser Rich-
tung wurden daher nicht mehr unternommen.

Mit Hilfe des Retardionverfahrens kénnen auch Kohlenhydrate und organische
Sduren aus einer grofleren Salzmenge isoliert werden (ScHAEFER 1964). Die Kohlen-
hydrate werden in der ,organischen Fraktion® quantitativ wiedergefunden, die Aus-
beute fiir die meisten organischen Siuren ist aber geringer, da ihre Elution zum Teil
mit der der Chloride zusammenhingt. Zur Vollentsalzung kdnnen auch hier Ionen-
austauscher eingesetzt werden. Die organischen Siuren werden an Anionenaustauscher
(glinstig ist die Formiatform) gebunden und mit 5 n Ameisensiure eluiert. Die Kohlen-
hydrate erscheinen im Effluent der Austauscher.

ANWENDUNGSBEISPIELE

(1) An drei Stationen in der Nihe Helgolands wurden Wasserproben mit einem
innen metallfreien Van-Dorn-Schépfer entnommen, sofort in Plastikflaschen eingefiillt
und spétestens nach 6 Stunden eingefroren oder nach spitestens /2 Stunde (Kabeltonne)
filtriert und verarbeitet. Die frischen beziehungsweise aufgetauten Proben wurden zu-
néchst durch ein feines Perlonfilter und dann bei 400 bis 500 Torr durch ein Membran-
filter (0,25 u Porenweite) filtriert und jeweils 1 1 in der frither beschriebenen Weise
auf die Retardionsiulen gegeben. Die ,organische Fraktion® wurde durch eine 200-ml-
Siule Dowex 2 (OH") geleitet und die Aminosiuren und ein Teil der organischen
Sduren mit n Essigsiure eluiert. Das im Rotationsverdampfer mehrmals eingeengte
Eluat wurde mit Wasser auf ein Volumen von 0,5 ml gebracht und aliquote Teile pa-
pierchromatographisch ein- und zweidimensional auf Aminosiuren untersucht (Lauf-
mittel: n-Butanol-Eisessig-Wasser 4: 1: 1 und Pyridin-Amylalkohol-Wasser 7,5: 7 : 6,
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Firbung mit Ninhydrin und Folin’s Reagens: §-Naphthochinonsulfonat). An Hand
von Testsubstanzen mit bekannten Konzentrationen wurden die Flecken identifiziert
und in einigen Fillen eine vorsichtige Abschitzung der Konzentrationen vorgenommen.
Zur Identifizierung der organischen Siuren wurde mit Athanol-Ammoniak-Wasser
80:5:15 und n-Butanol-Ameisensdure-Wasser 10:1:5 chromatographiert und die
organischen SiZuren mit dem Indikatorreagens nach Paskova & Muwnk (1960) ange-
farbt. Die papierchromatographische Analyse der Kohlenhydrate erfolgte eindimensio-
nal mit n-Butanol-Eisessig-Wasser 4 : 1: 1 und mit n-Butanol-Pyridin-Wasser 6: 4 : 3,
Anfirbung mit Triphenyltetrazoliumdchlorid und mit Perjodat-Benzidin-KMnQy (Hais
& Macek 1958). Die Ergebnisse der Analysen der 3 Wasserproben zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3

Geléste organische Substanzen in Meerwasserproben aus der Deutschen Buche (Siidliche Nord-
see}). 1 1 Proben aus 0,5 m Tiefe

organische

Station Datum Position Aminosiuren M
Sduren

Kabeltonne 6.11.64 54°113'N  Glycin/Serin negativ
(zwischen Helgo- 79539'E  Histidin
land und Diine) Arginin (Spuren}

2 weitere Flecken,

rot mit Folin

Helgolandtonne 20, 1.65 549 9,1'N  Glutaminsiure Ascorbinsdure
7953,5'E  (etwa 50 y/I)
Alanin (10-20 y/1) 1 nicht identi-
Glycin (etwa 50 /1) fizierte Siure
Arginin (Spuren)
y-Aminobuttersiure
(Spuren)
mehrere nicht identifizierte
Fledsen

Tonne H 1 20. 1.65 549 30N Glycin Ascorbinsiure
80 50'E  Histidin
Arginin
1 unbekannte Substanz

(2) Das Wasser einer Kultur von Artemia salina und einer eingeifiligen kugeligen
Griinanlage wurde durch ein enges Perlonfilter und dann durch ein Membranfilter
(0,25 u Porenweite) filtriert, 450 ml des Filtrates ad 1 1aqua destillata aufgefiillt und
durch die Retardionsiulen passiert. Die ,organische Fraktion® wurde durch 200-ml-
Saulen von Dowex 50 (H*-Form) und Dowex 2 (Formiatform) geleitet. Die Amino-
siuren wurden mit 1 1 0,3 m Piperidinlésung und die organischen Sduren mit 800 ml
50 Ameisensiure eluiert. Die Zudker erschienen im Effluent von Dowex 2. Die mit dem
Rotationsverdampfer mehrmals eingeengten Eluate wurden gefriergetrocknet und auf
ein Volumen von 0,5 bis 1 m] gebracht. Die papierchromatographische Analyse erfolgte
wie oben beschricben.
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Es wurden gefunden, bezogen auf 450 m! Kulturfiltrar:

Cystin (etwa 50-100 y) Ascorbinsiure

Glutaminsdure (etwa 50 )

Arginin (Spuren) eine weitere, nicht identifizierte Sdure
Serin/Glycin (etwa 50 y)

B-Alanin (Spuren) Rhamnose (etwa 500 y)

Leucin (Spuren) 1 nicht identifizierter reduzierender
Valin (Spuren) Zucker

mehrere nicht identifizierte Substanzen, 1 nicht identifizierter, nicht reduzierender
die sich mit Ninhydrin bzw. Folin Zucker

anfirben lieflen

(3) Aus einer gealterten Enteromorpha- und Harpacticiden-Kultur wurde eine
Probe entnommen, wie oben filtriert und durch 2 kleine Retardionsiulen (ScHaEFER
1964) geschickt. Eine Restentsalzung wurde nicht vorgenommen. Im Kulturmedium
wurde der Gehalt an organischem C nach GuisricuT (1957) und im Siuleneluat der
Gehalt an ninhydrinpositiven Substanzen bestimmt.

Es wurden gefunden:

C-Kquivalente 17,68 mg/l  Papierchromatographie: einige ninhydrin-
ninhydrinpositive Substanzen, positive Substanzen, deren Identifizierung
als Leucin ausgedriickt: 10,1 mg/l  wegen der Restsalze nicht mdglich war

Nach zwei Tagen wurde der Kultur eine weitere Wasserprobe entnommen und wie
oben behandelt. In dieser Probe wurden gefunden: C-Aquivalente 12,8 mg/l; ninhy-
drinpositive Substanzen: nil; Papierchromatographie: nil.

DISKUSSION

Mit Hilfe des Ionenverzdgerungsverfahrens konnen einige Gruppen von organi-
schen Substanzen weitgehend von anorganischen Salzen getrennt werden (ScHaEFER
1964). Bei der Ubertragung der frither geschilderten Versuche auf einen gréferen Mafi-
stab war jedoch der Entsalzungsgrad fiir die meisten Substanzen geringer, als erwartet
werden mufite. Der Grund dafiir ist folgender: Die in der vorhergehenden Arbeit be-
schriebenen Versuche wurden mit einem 1962 gekauften Retardionmaterial durchge-
fihrt. Vorversuche mit 1963 gekauftem Retardion ergaben, dafl dieses Material nicht
identisch war mit der Charge von 1962. Die Trennung von Glycin und NaCl war bei
beiden Chargen unterschiedlich (Abb. 1). Bei dem ,,schlechteren® Priparat 1963 stieg
die Front der Chloridionen bereits friiher an. Das fithrte dazu, daf die in der ,organi-
schen Fraktion“ enthaltene Restchloridkonzentration etwa 3- bis 4mal hoher lag als bei
den Versuchen mit der guten Qualitit. Es war ferner auffallend, daf Farbe und Geruch
der beiden untersuchten Chargen differierten. Der Grund der Unterschiede der beiden
Retardionpriparate konnte noch nicht ermittelt werden, da die Kontrollnummern un-
bekannt waren und deshalb Riidsfragen bei dem Herstellungswerk nicht beantwortet
werden konnten. Versuche, durch Behandlung mit Siuren und Laugen in der Kilte und
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gute Qualitat Retardion Schiechte Qualitéi Retardion
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Abb. 1: Trennung von Glycin und Cl' mit zwei Retardion 11A8-Chargen. 2 kleine Siulen.
1-2 mg Glycin, 50 ml Seewasser. o o Glycin, 8-~~-® Cl'

in der Hitze eventuelle Verunreinigungen aus dem Harz zu entfernen, erbrachten
keine besseren Trennungsergebnisse. Die Restkapazitit fiir Anionen differierte etwas:
gute Qualitit 0,242 mval/ml Harz, schlechte Qualitit 0,271 mval/ml Harz. Ein kiirz-
lich zur Verfiigung gestelltes weiteres Priparat von Retardion 11A8 mit der Kontroll-
nummer 4360—4 zeigte ebenfalls die Eigenschaften der schlechteren Qualitit. Die Kur-
ven der Abbildung 1 haben, besonders was die Front der Chloride betrifft, eine grofle
Ahnlichkeit mit denen der Abbildung 8 aus der Arbeit von HatcH et al. (1957). Dort
wurden zwei Retardionpriparate miteinander verglichen, die sich im Vernetzungsgrad
unterschieden, Ahnliche Unterschiede im Verlauf der Chloridfront zeigen Abbildungen
5 und 6 der Arbeit von Harcu & Smith (1961). Hier werden die Trennergebnisse mit
Retardion 11A8 (8%) und Retardion 51A2 (2% DVB) einander gegeniibergestellt.
Es ist daher anzunehmen, daff die gute Qualitit, wie sie in meiner friheren Arbeir ver-
wendet wurde, dem Fabrikationstyp Retardion 11A8 (8 ¢/s DVB) entspricht, wihrend
die schlechte Qualitit ein Fabrikat mit anderem Vernetzungsgrad ist.

Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Versuche wurden mit der schlechteren
Qualitit durchgefithrt. Abbildung 2 zeigt, dafl auch hier die Chloridfront deutlich aus-
gebildet ist und in der ,organischen Fraktion® bereits stark als KCl-Gipfel ansteigt.
Dadurch muf} in der ,organischen Fraktion® eine groflere Menge Restsalze verbleiben.
Allerdings erscheint die Hauptmenge der Chloride erst nach 3100 m] Durchlauf, dieser
Hauptgipfel wird in der Abbildung nicht mehr gezeigt, da er fiir die Diskussion uner-
heblich ist. Dadurch konnte auch mit der schlechteren Retardion-Qualitit noch eine
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Abb. 2: Trennung von Glycin und Cl’ mit der Dreisiulenkombination Retardion 11A8. 5 mg
Glycin, 1 1 Seewasser. 0 o Glycin, #-—---¢ Cl’

relativ gute Abtrennung der Aminosiuren von den Salzen erreicht werden (vgl.
Tab. 1). Diese wiirde jedoch zweifelsohne bei Anwendung der besseren Charge, die
mir damals nicht mehr zur Verfiigung stand, wesentlich giinstiger ausfallen, so daf§
dann weitere Einsparungen an Ionenaustauschern und Elutions- und Regeneriermitteln
zur Restentsalzung erfolgen kdnnten. Es ist zu hoffen, dafl der Grund der unterschied-
lichen Qualititen von Retardion von dem Herstellerwerk geklirt werden kann, und
dafl dann, zumindest fiir die Belange der Entsalzung biologischer Fliissigkeiten, die
gute Qualitdt wieder auf dem Markt erscheint. Es mufl ausdriicklich hervorgehoben
werden, daff die Priifung der verschiedenen Retardionchargen unter identischen Ver-
suchsbedingungen erfolgte.

Durch verlingertes Nachspiilen mit Wasser kinnte der Entsalzungsgrad noch wei-
ter herabgesetzt werden. Jedoch wiren dazu mindestens 50 | Wasser notwendig, um
auf ein Minimum der Alkalichloride in der ,organischen Fraktion® zu kommen. Der
Restgehalt an Alkalisulfaten wiirde aber dadurch nur unwesentlich reduziert werden.
Da eine so grofle Wassermenge und der entsprechende Zeitaufwand fiir laufende
Untersuchungsreihen zu grofl sind, wurde aus praktischen Griinden bei einer Spiil-
menge von 12 bis 15 1 Wasser verbliecben und die Tonenaustauschermenge fiir die Rest-
entsalzung etwas heraufgesetzt.

Da die Entsalzung mit Retardion partiell verliuft und fiir die weitere Analyse der
isolierten organischen Substanzen meist eine Vollentsalzung notwendig ist, wurde die
Restentsalzung durch Tonenaustauscher vorgenommen. Durch Vorversuche wurde er-
mittelt, in welchem Elutionsbereich Aminosiduren, Kohlenhydrate etc. die Retardion-
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siulen verlieflen. In diesem Bereich wurden die Retardion- mit den Austauschersiulen
verbunden. Dadurch lassen sich die isolierten Verbindungen weiter in bekannter Weise
auftrennen. Zur Isolierung der genannten Substanzgruppen aus dem Meerwasser bedarf
es also nur eines Zweischrittverfahrens: Hauptentsalzung durch Retardion, Restentsal-
zung durch Ionenaustauscher, Die Verwendung dieses Verfahrens hat gegeniiber dem
Einschrittverfahren: Entsalzung nur durch Tonenaustauscher, den groflen Vorteil, dafl
sehr erhebliche Mengen an FElutions- und Regeneriermitteln sowie an Zeit eingespart
werden knnen, was sich besonders bei Reihenuntersuchungen bemerkbar macht. Die
Zahl der einzelnen Arbeitsschritte ist sehr gering, die Zeitintervalle zwischen ihnen
lassen sich durch Vorversuche ermitteln. Fine Arbeitskraft kann daher eine Rethe von
Siulenkombinationen gleichzeitig bedienen. Damit kénnte die Retardionmethode auch
fiir kleinere Reithenuntersuchungen Verwendung finden.

Die Anwendungsbeispiele zeigen, daf mit Hilfe des geschilderten Verfahrens
Aminosiuren aus dem Meerwasser isoliert werden konnten. Da die Arbeiten abgebro-
chen werden muflten, war die quantitative Analyse nicht mehr mdglich. Die Zahl der
isolierten Aminosiuren ist nicht grof}; mehrere Autoren (TaTsumoTo et al. 1961, Parx
et al. 1962, STEPHENS 1962, 1963, PaLMoRK 19633, b und DEcens et al. 1964) fanden
bis zu 18 Aminosduren in den von ihnen bearbeiteten Proben, zum Teil aus anderen
Meeren. In unserem Fall war die Jahreszeit der Probenentnahme sehr ungiinstig, der
Planktongehalt war sehr niedrig (HacmEier, unpubliziert). Es ist anzunehmen, dafl
wihrend und nach der Planktonbliite erheblich mehr Aminosiuren in hdheren Konzen-
trationen hitten gefunden werden knnen.

Die Isolierung von organischen Siuren ist durch das Ionenverzogerungsverfahren
ebenfalls moglich (ScHAEFER 1964), jedoch ist die Ausbeute der meisten Siuren in der
vorteilhaften ,organischen Fraktion® nicht quantitativ. Diese Methode ist daher zu-
nichst zur qualitativen Isolierung und Bestimmung von organischen Siuren aus dem
Meerwasser geeignet. Es ist indessen mdglich, durch Vorversuche zu iiberpriifen, wie-
viel Prozent von aufgegebenen Siuren in der ,organischen Fraktion® wiedergefunden
werden. Da dieser Anteil nach den bisherigen Erfahrungen bei strikter Einhaltung der
Versuchsbedingungen fiir jede Saure konstant sein miifite, wire die Anbringung von
Korrektionsfaktoren und dadurch die rechnerische Ermittlung der wirklichen Konzen-
tration méglich.

Die Retardionmethode ist hingegen fiir die Isolierung von Kohlenhydraten und
von etlichen organischen Phosphatverbindungen sehr geeignet. Letztere konnten in der
untersuchten Probe einer Planktonkultur nicht gefunden werden. Jedoch lieRen sich
Rhamnose und zwei noch nicht identifizierte Zucker isolieren.

Neben einigen unbekannten organischen Sduren konnte Ascorbinsiure in der
Deutschen Bucht festgestellt werden. WaNGERskyY (1952) hatte bereits iiber die Isolie-
rung von Ascorbinsiure (neben einem Rhamnosid) aus Meerwasser berichtet, sein Be-
fund konnte also bestitigt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wird eine kritische Ubersicht iiber die bisherigen Methoden fiir die Isolierung
von Aminosiuren aus dem Meerwasser gegeben.

2. Fin weiteres Isolierungsverfahren wird ausfithclich beschrieben. Filtriertes Seewasser
passiert 3 mit Retardion 11A8 gefiillte Sdulen verschiedener Abmessungen. Dabei
wird der Auslauf des grofiten Teils der anorganischen Ionen verzdgert und so ein
hoher Entsalzungsgrad der die Aminosiuren enthaltenen Fraktion (= ,organische
Fraktion®) erreicht.

3. Die ,organische Fraktion® wird anschlieflend durch Kat- oder Anionenaustauscher
vollentsalzt. Nach Einengen des Eluates im Rotationsverdampfer kénnen die Ami-
nosiuren durch geeignete chromatographische Verfahren identifiziert und quantita-
tiv bestimmt werden.

4. Mit Hilfe des geschilderten Verfahrens kdnnen auch Kohlenhydrate, organische
Phosphatverbindungen und organische Sduren isoliert werden. Die Ausbeute ist aber
bei den organischen Siuren nicht quantitativ.

5. Es werden einige Anwendungsbeispiele mitgeteilt. Aus mehreren Wasserproben der
Deutschen Bucht sowie aus zwei Planktonkulturen wurden verschiedene Amino-
siuren, Rhamnose und zwei weitere Zucker, Ascorbinsiure und zwel noch nicht
identifizierte organische Sduren isoliert.

Dem Direktor der Biologischen Anstalt Helgoland, Herrn Prof. Dr. O. Kinng, danke ich
fir einen Arbeitsplatz und fiir sein grofles Interesse an der vorliegenden Arbeit. Besonderer
Dank gebiihre Herrn Dr. H. AuricH, Litoralstation der Biologischen Anstalt Helgoland (List
auf Sylt), fiir seine Unterstiitzung. Herrn Dr. Grusszorer, SErva-Entwicklungslabor Heidel-
berg, danke ich fiir Ratschlige bei der Bearbeitung des Problems der unterschiedlichen Retar-
dionchargen. Herr Dr. E. HacMEigr, Meeresstation der Biologischen Anstalt Helgoland, be-
sorgte mir liebenswiirdigerweise die Meerwasserproben.
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