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rec t  c o u n t i n g  of the  peaks  f rom the  pho tog raph i c  records is 
feasible to  a b o u t  600, b e y o n d  this  range,  i t  is necessary  to 
use t he  t e chn ique  of measur ing  accura te ly  the  ion accel- 
e ra t ing  vo l tage  x7. 

Zusammen[assung. Ein  e infaches  Glas -E in lass -Sys tem 
wird beschr ieben,  das  die d i rek te  E in f i ih rung  von orga- 
n i schen  Subs t anzen  in die I o n i s a t i o n s k a m m e r  eines Mas- 
s e n s p e k t r o m e t e r s  ges ta t t e t .  Es  ist  somi t  m0glich Massen- 

spek t r en  von  Subs t anzen  zu b e s t i m m e n  die m a n  b isher  
n ich t  a u f n e h m e n  konnte .  Beispiele werden  angef i ihr t .  
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DiinnschichtchromatoI~raphischer  N a c h w e i s  
der Aminos i iur e n  i m  Urin  

D f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g raph i e  ist  ein vorziigl iches 
I n s t r u m e n t  zur  qua l i t a t i ven  Analyse  von  Eiweiss-  
h y d r o l y s a t e n  u n d  ande ren  re la t iv  sa lza rmen  Aminosl iure-  
gemischen  1 3. Sie ve r sag t  aber  oft,  i thnlich wie die 
P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e ,  bei  de r  U n t e r s u c h u n g  yon  Urin,  
Blu tp lasma,  Prel3sliften und  ~ihnlichem Material .  Die in 
so lchen  F~llen du rch  den  Salzeffekt  bed ing te  StSrung 
l/isst sich umgehen ,  wenn  die Aminos~iuren in Der iva te  
u m g e w a n d e l t  werden ,  die sich vor  der  Ch roma tog raph i e  
d a n k  ihrer  L6sl ichkei t  in organischen  Solvent ien  yon  den  
Salzen a b t r e n n e n  lassen. Besonders  geeignet  is t  die U m -  
w a n d l u n g  der  Aminos/ iuren in D i n i t r o p h e n y l - ( =  DNP- ) -  

Nr. DNP-Aminos~iure Abkfirzung fiir die 
zugehSrige Aminos'/iure 

1 DNP-Alanin Ala 
2 DNP-fl-Alanin fl-Ala 
3 DNP-~-Aminoadipinsfure Aad 
4 DN P-ct-Aminobut tcrs~iure Abut 
5 DNP-~-Aminobut tersliure ~,-Abut 
6 DNP-ce-Aminocapryls/iure Acy 
7 DN P-fl-Aminoisobut tersfiure fl-AiB 
8 DNP-Asparagin Asp (NH2) 
9 DNP-Asparagins/iure Asp 

10 Di-DNP-Cystein Cys 
11 Di-DNP-Cystin (Cys)~ 
1~ DNP-Glutamin Glu (NH a) 
13 DNP°Glutaminsfiure Giu 
14 DNP-Glycin Gly 
15 Di-DNP-Histidin His 
16 Di-DNP-Hydroxylysin Hylys 
17 DNP-Hydroxyprolin Hypro 
18 DNP-Isoleucin Ilcu 
19 DNP-Leucin Leu 
~0 Di-DNP-Lysin Lys 
~21 DNP-Methionin Met 
22 DNP-Methiononsulfon MetO 2 
~3 Di-DNP-Ornithin Orn 
24 DNP-Phenylalanin Phe 
25 DNP-Prolin Pro 
~6 DNP-Sarkosin Sat 
27 DNP-Serin Ser 
28 DNP-Threonin Thr 
29 DNP-Tryptophan Try 
30 Di-DN P-Tyrosin Tyr 
31 DNP-Valin Val 
32 2, 4-Dinitrophenol DNP-OH 
33 % 4-Dinitroanilin DNP-NHz 
34 cc-DNP-Arginin Arg 
35 DN P-Citrullin Cit 
36 DNP-Cysteins~iure CySO3H 
37 DNP-Taurin Tau 

Aminosl iuren mi t te l s  2, 4-Dini t rof luorbenzol  (DNFB) .  Sie 
ist auch in vc rd f inn te s t en  L6sungcn  ohne  langwier ige  
Vorbere i tungen  rasch  und  p rak t i s ch  q u a n t i t a t i v  du rch -  
fi ihrbar.  So haben  zum Beispiel  GERBER und  GERBER 4 
den  f l -Amino-isobutters~.ure-Gehalt  von  Ur in  mi t t e l s  
Pap ie rch roma tograph ie  des e n t s p r e c h e n d e n  D N P - D e r i -  
va tes  e rmi t t e l t ;  PERAINO und  HARI'ER 5 besch re iben  die 
Din i t rophenyl ie rung  von HC104-ente iweiss tem Blu t -  
p la sma  und die p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  B e s t i m m u n g  
der  e rha l tenen  gther l6sl ichen DNP-Aminos i iu ren .  Ahn-  
lich, aber  d i i nnsch i ch t ch roma tog raph i sch ,  h a b e n  sich 
einige Aminos~iuren in GAransiitzen von  T r a u b e n m o s t  
nachweisen lassen L 

Die Verwendung  der  D t i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  bie- 
t e t  in der  Ta t  grosse Vortei le  7,s. Es  ist  uns inzwischen  
gelungen, 
(a) du tch  Modif ikat ion der  F l iessmi t te l  und  der  Chroma to -  
g raph ie r techn ik  den Trenne f fek t  bei den  /~therlSslichen 
DNP-Aminos i iu ren  noch wel te r  zu s te igern,  u n d  
(b) durch  Ess ige s t e r /Bu tano l ex t r ak t i on  auch  die s/iurelSs- 
l ichen DNP-AminosAuren  yon  den  Salzen a b z u t r e n n e n  
und  dami t  c h r o m a t o g r a p h i e r b a r  zu machen .  Somi t  l iegt 
j e t z t  ein Ver fahren  vor, das  es ges t a t t e t ,  die 37 in der  Ta-  
belle aufgeff ihr ten Verb indungen ,  die bei der  Din i t ro-  
phenyl ie rung  yon biologischem Mater ia l  a u f t r e t e n  k6nnen,  
nebene inander  nachzuweisen .  

Dinitrophenylierung der Urinaminostiuren. Die i ibl ichen 
Din i t ropheny l ie rungsver fahren  9 bez iehen  sich auf  L6sun-  
gen mi t  re la t iv  hoher  Aminos i iu rekonzen t ra t ion .  I m  vor-  
l iegenden Fall  a rbe i t en  wir  in A n l e h n u n g  an  eine Vor-  
schrif t  von PERAINO und  HARPER 6. 

Die ve rwende te  Menge D N F B  (5facher 13berschuss) 
haben  wir a n h a n d  b e k a n n t e r  D a t e n  1° fiber die  oberen  
Grenzen der  Aminos i iu remengen  in 24-h-Urin  fes tge leg t ;  
die ZweckmAssigkeit  dieses Vorgehens  is t  d u t c h  Ver-  
gle ichsversuche mi t  der  0,1-, 0,25-, 0,5- und  2fachen 
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Menge D N F B  best~t igt  worden:  Mit  der  0,25fachen 
Menge ist die Din i t rophenyl ie rung  unvotlst/~ndig, und m i t  
der  doppel ten  Menge bi ldet  sieh sehr vieI s t6rendes Di-  
ni t rophenol .  Din i t rophenyl ie rungsausbeute  und Dini t ro-  
phenolb i ldung d ienten  auch zur E r m i t t l u n g  der  op t imalen  
Reak t ionsdauer  (1 h). Lange  Reakt ionsze i t  und hohe 
D N F B - K o n z e n t r a t i o n  k6nnen nach TONGb: u zur Bi ldung 
yon unerwfinschten Reak t ionsp roduk ten  intermedi~Lr 
en t s tehender  DNP-AminosAured in i t ropheny les te r  fiihren. 
Der  Au~ch lus s  yon  Tages l ieht  ~ ist  nach  einer Unte r -  
suchung v o n  POLLARA und K o g l  ~t-" und nach unseren 
eigenen Er fah rungen  bei Durchff ihrung qua l i t a t ive r  Ana- 
lysen nicht  unbedingt  notwendig .  Die vorgeschr iebene 
Puf fe rmenge  h~ilt den pH-W~ert his zur S$urezugabe (Vor- 
bere i tung  zur E x t r a k t i o n  der DNP-Aminos i turen)  zwi- 
schen 8,5 und 9. 

Vorschri/t.  Man ve r se tz t  25 ml  frischen H a r n  t ropfen-  
weise m i t  5 N  N a O H  bis zur schwachen Rosaf/~rbung yon 
Phenolphtha le inpapier ,  f i l t r ier t  durch ein t rockenes  Fal-  
tenfi l ter ,  verse tz t  20 ml  F i t t r a t  m i t  5 mt Carbona tpuf fe r  
(s.u.) und  2 ml  frisch bere i te te r  absolu t  a lkohohscher  
10%iger  (g/v) D N F B - L b s u n g  ~a, und schfi t te l t  das milchige 
Gemisch in einer  braunen  Flasche w/ihrend 1 h in e inem 
\Vasserbad von  40°C. Das Reakt ionsgemisch  wird auf 
Z i m m e r t e m p e r a t u r  geki ihl t  und mi t  wenig H~O dest. 
sowie e twa  10 ml .~ther in e inem 100 ml Scheidet r ichter  
gespfilt. Man schfi t tel t  kr~iftig durch,  t r enn t  die w$ssrige 
Phase ab und  ex t r ah ie r t  sie noch zweimal  m i t  je  10 ml  
-~ther. Die 3 A t h e r e x t r a k t e  werden  veravorfen, da  sie 
ausser  dem fiberschiissigen D N F B  im wesent l ichen n u t  
2, 4-Dini t roani l in  und eventueI1 2, 4 -Din i t rophenyl i i than-  
o lamin  en tha l ten .  Falls gallertiges,  mi t  Luf tb lasen 
beladenes Mater ia l  im )kther die Phasen t r ennung  er- 
schwert ,  t r enn t  m a n  zun~ichst den gr6sseren Tel l  der 
wXssrigen Phase so gut  als m6glich ab, giesst die rest l iche 
Flfissigkeit  durch etwas Glaswat te  in einen anderen  
Scheidet r ichter  und spfilt die W a t t e  mi t  e twas A the r  und 
schwach a lkal is ier tem Wasser  nach  (Phenolphtha le in-  
papier  rosa). Die endgii t t ige Phasen t r ennung  bere i te t  
j e t z t  keine Schwier igkei ten  mehr ;  der  w~issrige Antei l  
wird  m i t  de r  H a u p t m e n g e  der  VVasserphase vcre in ig t  und 
nach  Vorschr i f t  wel te r  verarbei te t .  Dasselbe Prozedere  
ist  eventue l l  n/Stig bei der  im folgenden beschr iebenen 
E x t r a k t i o n  der DNP-Aminos / iu ren  aus der  anges~uer ten  
w/issrigen Lbsung (Waschwasser  mi t  Salzsliure kongo- 
sauer  stellen). 

Puf fe r :  E ine  Lbsung yon 8,4 g NaHCO.~ in VCasser 
(nicht er-w~irmen t ) wird m i t  2, 5 ml  1 N N a O H  und VVasser 
auf  100 ml  aufgefi i l l t :  p H  8,8. 

Extrak t ion  der iitherl6slichen ~ D N P - A m i n o s i i u r e n .  Man 
verse tz t  die alkalische ~i therextrahier te  Reakt ions l6sung 
vors icht ig  (CO~-Entwicklungt)  un te r  Umr i ihen  rnit  6 N  
HC1 his zur deut l ichen Blauf i i rbung -con Kongopapier ,  
ex t rah ie r t  sechsrnal ~ mi t  je 10 ml  Ather ,  t rockne t  die 
vere inigten J~therex t rak te  fiber ausgegl t ih tem NazSOt,  
giesst den  Ather  durch  \Vat te  ab, w~scht  das Na2SOa m i t  
f r ischem J~ther farblos, vere in ig t  )ktherl6sung und  Wasch-  
~ither und v e r d a m p f t  im Y a k u u m  zur  Trockne.  Der  
Rfickstand wird  in 1 ml  Aee ton  aufgenommen.  Die resul- 
t ierende L6sung enth~I t  p rak t i sch  die gesamte  Menge der  
i~therl6slichen DNP-Aminos~uren :  Probel6sung 1. Sic ist, 
wenn nicht  sofort  ch romatograph ie r t  wird,  verschlossen,  
im Dunkeln  und ka l t  aufzubewahren.  D i - D N P - H i s t i d i n  
ist  so wasserl6slich, dass es sich nu t  zum Tell  im Ather -  
ex t rak t  bef indet ;  der  Res t  beglei te t  die sAurel6slichen a~ 
DNP-Aminos~turen.  

Ext rak t ion  der sgiurel6slichen ~A~ D N P - A m i n o s g i u r e n .  
Schi i t te t t  m a n  die nach  erfolgter  E x t r a k t i o n  der  Ather- 
16slichen DNP-Aminos~turen verb le ibende  saure wRssrige 
L6sung (30-40 ml, vgl. oben) sechsmal  ~ m i t  je  10 ml  eines 

aus gteichen Volumente i l en  bere i te ten  Gemisches yon 
EssigsXure~thylester  und  n-Butanol ,  so en th~l t  de r  E x -  
t r ak t  t iberraschenderweise die H a u p t m e n g e  der  s~urelbs- 
lichen DNP-Aminos~uren .  ~Veitere E x t r a k t e  sind k a u m  
m e h r  gef~irbt ; in ih rem Trockenrf icks tand kOnnen chroma-  
tograpbisch  keine DNP-Aminos i iu ren  m e h r  nachgewiesen 
werdent6. Die vere in ig ten  Ess iges ter-Butanolauszf ige  
werden  fiber ausgegl i ih tem Na~SO 4 ge t rockne t  und du tch  
W a t t e  fi l tr iert .  Man w~scht  Na~SO 4 und F i t t e rwa t t e  m i t  
e twas  Ess iges te r /Butano l  farblos, verdamp~ft die F i l t r a t e  
im V a k u u m  zur  Trockne  mid  n i m m t  den Ri icks tand  in 
2 ml  Ess iges te r /Butanol  auf :  Probelbsung 2. Diese L6sung 
enthi i t t  die s~urelbslichen DNP-Aminos~uren ;  sie ist, 
wenn n ich t  sofort  ch romatograph ie r t  wird, verschlossen,  
im Dunke ln  und ka l t  aufzubewahren.  

Chromatographic 
Technik .  In  fr i iheren Publ ika t ionen  bef inden sich alle 

no twendigen  Angaben  fiber die Zubere i tung  der  Schicht  8,x7, 
das Auf t ragen  der  Subs tanzen  s,~7, die ein- und zwei- 
d imensionale  7,s nnd  die Durch lauf -Techn ik  ~s. Solten die 
C h r o m a t o g r a m m e  im kurzwel l igen UV-L ich t  pho to-  
g raphie r t  werden,  so ist  dem Kieselgel  2% Zinksi l ikat  1. 
be izumischen 2°. ~Vir wiederholen,  dass wi t  die Schichten  
nach  dem Stre ichen fiber Nach t  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  
t rocknen.  Bei Mehr fach-Entwick lung  (vgl. Text)  oder  zwei- 
d imensionaler  Chromatograph ie  sind jeweils Zwischen- 
t rocknungen  notwendig.  

Zwischentrocknung  M (Mehrfach-Entwicklung) :  Luf f -  
zug, Z immer t empera tu r ,  rund  3 rain, Schich t  wird  weiss. 

Zwischentrocknung  Z (zweidimensionale Chromatogra -  
phie)~,s: 10 rain Luffzug,  10 rain He izschrank  60°C, 15 
rain Luffzug.  

Fliessmittel .  Fl iessmi t te l  I : Toluol /2-ChlorXthanol /Pyr i -  
din/25 % iges A m m o n i a k  (50 : 35 : 15 : 7 v /v) .  Fliessmit te l  I I  : 
Chloroform/Benzyla lkohol /Eisess ig  (70 :30:3  v/v) .  Fliess-  
mittel  I I I  : Ch loro form/Me thy la l koho l /E i se s s ig  (95 : 5 : 1 
v/v) .  Fliessmit te l  I V : Chloroform/Methyla lkohol /Eisess ig  
(70 :30:5  v /v) .  lr l iessmit tet  V :  Pyridin.  ]~'liessmittel V I  : 
n-Buty la lkohol  m i t  25%igem Arnmoniak  bei Z immer -  
t e m p e r a t u r  gesXttigt. Qual i t i i t  der  F l i e ssmi t t e lkompo-  
nenten  7,8: Es  empf ieh l t  sich, Lbsungsmi t te l  ,fi ir  Chroma-  
tographie,~ la zu benii tzen.  

(A) A'therl6sliche D N P - A m i n o s i i u r e n .  Man t r enn t  das 
Gemisch der  Xtherl/Sslichen DNP-Aminos/~uren (Probe- 
16sung 1) du tch  zweidimensionale  Chromatograph ie  in 
den" Fl iessmi t te ln  I u n d  II ,  wobei  die En twick lung  im  

lZ B. L. TON~E, Nature I95, 491 (t962}. 
v2 B. POLLARA und R. W. v o ~  KORF, Biochem. biophys. Acta 39, 

364 (1960). 
~3 Fhlka AG Buchs (Schweiz), Merck AG, Darmstadt  (Deutschland), 

Riedel-de Haen AG, Seelze bei Hannover (Deutschland), 
14 TH. W. EVANS, Ind. eng. Chem. 26, 439 (1934). 
i~ Wir folgcn mit  der Bezeichnung (~s~urel6slieh~) einem eingebfirger- 

tei~ Gebraueh; der Ausdruck wasserlSslich w~ire richtiger. 
is Dies ist auch in einem Modetlversuch best~itigt worden. Bei sechs- 

maliger Ext rak t ion  (Phasenverh~ltnis 1:3) verschwinden aus der 
w~ssrigen Phase zuerst Di-DNP-Itis und DNP-Cit, dann nachein- 
ander DNP-Arg, DNP-CySOsH und DNP-Tan. Nach der seehsten 
Extrakt ion ist  DNP-Tau als einziges noch ganz schwach nach- 
weisbar. 

17 M. ]~RENNER, A. NIEDEKWIESER, G. PATAKI uFtd A. R. FAHMY, 
Exper. 18, 101 (1962). 

is M. BRENNER und A. NmD~RWIESER, Exper. 17, 237 (1961). Eine 
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Firma C. Desaga GmbH, Heidelberg (Deutschland), in den Handel 
gebracht. 
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Firmen Fluka ~a und Merck ~ vertrieben. 
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Fl iessmi t te l  I nach  Zwischen t rocknung  M e inmal  wieder-  
hol t  u n d  d a n n  eine Zwischen t rocknung  Z e ingeschal te t  
wird. Die Zwischen t rocknungsbed ingungen  sind sorgfitl- 
t igs t  e inzuha l ten .  Die jeweilige Laufs t recke  der  Fliess- 
mi t te l  soll 10 bis 15 cm be t ragen ,  der  erforderl iche Zeit- 
a u fwand  bel~iuft sich auf  90+ 5 +  6 0 +  3 5 +  120 m i n =  310 
rain oder  e twa  5 h. Die op t imale  C h r o m a t o g r a m m b e -  
l adnng  is t  gegebenenfal ls  d u r c h  e inen Re ihenve r such  zu 
e rmi t fe ln .  In  F igur  1 zeigen wir  ein Beispiel  einer  Urin-  
analyse.  

Znr  I n t e r p r e t a t i o n  von  C h r o m a t o g r a m m e n  nach  Figur  
I bed i en t  m a n  sieh eines F leckenmus te r s ,  das  m a n  dureh  
Chroma tog raph i e  einer  S t a n d a r d m i s c h u n g  erhglt ,  Man 
16st zum Beispiel  je 1 mg  der  V e r b i n d u n g e n  =a Nr. 1-33 
(siehe Tabelle) in t o t a l  5 ml  Aceton,  t rgg t  zweimal  1 bd 
dieser  L6sung  am S t a r t p u n k t  auf  =~ und  eh roma to -  
g raph ie r t  (Be ladung  0,4 ~zg pro  Verb indung) .  Die S tan-  
da~dl6sung h~tlt sich im Kf ih l schrank  mindes t ens  vier  
Woehen  lang. Zur  Z u o r d n u n g  der  F lecken  vergle iche 
F igur  2. 

Aus dem Vergle ich yon Figur  1 und  2 e rg ib t  sich die 
folgende Aussage iiber die Z n s a m m e n s e t z u n g  der  Probe-  

Fig. 1. ProbeRisung 1 entsprechend 20 ml Morgenurm. Beladung 
viermal 1 Dt ~l. Normallichtphotograpbie {vgl. Text). Originalgr&sse 

11 x 1'2 cm s*. + Start. Fliessmittel wie in Figur 2. 

2mal Ffiessmitlel I 
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2. Flie ssmittet I r  

Fig. 2. ,'~.therl0sliche DNP-Aminosthlren: Fleckenmuster und Flek- 
kenzuordmmg. Origittalgr6sse 14 × 12 crn ==. Die Nummern entspre- 

eben der Numerierung der DNP-Derivate in der Tabelle. 

10sung 1 (DNP-Der iva te ) :  Gr6ssere Mengen: Ala, (Cys)=, 
Glu (NH,),  Gly, His, Lys,  Ser. Mittlere Mengen: fl-AiB, 
1?he, Thr,  Try,  Tyr. Kleine Mengen: Glu, Ileu, Leu, 
MetO2, Orn, Val. Sehr kleine Mengen (nur auf  U V - P h o t o -  
graphie  s ichtbar) :  Aad, Abut ,  fl-Ala, Asp, Pro.  Unbe-  
kann te  Subs tanzen :  Die F igur  1 weist  eine Anzahl  ( rund 
10) Flecken auf, die nach  Hydro lyse  ( 6 N  HCl, 8 h, l l 0 ° C )  
gr6sstentei ls  ve r schwinden  und desha lb  ve rmu t l i ch  als 
D N P-Pep t i d f l e ck en  anzusprechen  s ind 24 

\Veist das  C h r o m a t o g r a m m  der  P robe l6sung  1 n u r  
wenige Flecken auf, so kann  die I n t e r p r e t a t i o n  uns icher  

Fig. 3. Nachweis der l)NP-l)erivate yon Tyrosin, l.y~in, l.vuein und 
Isoleucin. Probel6sung 1 entspreehend 20 m/ Morgenurin. Beladunv 
viermal 1 [.tl 2t. Normalliehtphotographie (vgl, Text). Originalgr6~se 

la × 18 era. + Start. Fliessmittel wie in Figur 4. 
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2,. Fliessmille11113h durchlaufend 

in der BN-Kammer 

Fig. 4. Fleckmmmster und lqeckenzuordnung zur Interpretation yon 
Chronlatogratllille[l nach Figur a. Originalgr6sse I.I., 1~¢ era. I)ie 
Nummern entsprechen der Numerierm~g der l)NP-l)erlvate in der 
Tabelle. - . . . . .  beobaehtbare Fmtmischungsliuie des Fliessmittels (v,gL 
I~l. BRENNER, A. NIEDERW1ESER, G. PATAKI trod R. X~,'b'BRR, in 
E. STAHL, l)iinnschichlchromatographie (Springer-Verlag, Berlin, 

Gtittingen, Heidelberg 196'2), p. I iS). 

=l Unter jeweiliger Zwischentmeknung; keinen F6hn w,rwenden. 
~= Oberer trod reehter Bildrand entspreehen den Fliessmitte|fr~mten. 
=a Kollektitmen sind z. B. erhaltlieh bei Mmm Res. Imb. hw., la~; Lib- 

erty Street, New York; Vorscbriften zur t lerstelhmg vgl. L ~. 
s4 S. ANSORGE, S. t:ITTKAU und It. IIANsON, Z. physiol. Chem. ;~24, 

17 (1961). - D, L. BUCHANAN, E. I:.. HALE',' und R. T. MARKW, 
Biochemistry 1, ~11'2 (1;.12). 
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werden.  In  so lchen  Fgl len  e m p f i e h t t  es sich, P r o b e l 6 s u n g  
u n d  S t a n d a r d m i s c h u n g  g e m e i n s a m  v o m  gle ichen S t a r t -  
p u n k t  aus  zu c h r o m a t o g r a p h i e r e n .  B e l i d t  m a n  m i t  n u r  
0,2 ~tg pro  V e r b i n d u n g  de r  S t a n d a r d m i s c h u n g  (1 ~1 
S t a n d a r d l 6 s u n g ) ,  so r e su l t i e r t  e in  eben  noeh  s i c h t b a r e s  
F l e c k e n m u s t e r  und  die in de r  P r o b e l 6 s u n g  I v o r h a n d e n e n  
D N P - A m i n o s A u r e n  geben  s ich  d a n n  d u r c h  e ine  t n t e n s i -  
t ~ t s z u n a h m e  de r  i h n e n  z u k o m m e n d e n  F lecken  zu er- 
k e n n e n  7,s. I n n e r h a l b  des  n u n  vo r l i egenden  F lecken-  
m u s t e r s  b i e t e t  die Z u o r d n u n g  ke ine  Schwie r igke i t en  
mehr .  Die u n b e k a n n t e n  F lecken  stOren im a l l geme inen  
n ich t .  

I m  C h r o m a t o g r a m m  n a c h  F i g u r  1 e r sche inen  D i - D N P -  
Ty ros in  u n d  D i - I ) N P - L y s i n  nie  g e t r e n n t .  Die T r e n n g t i t e  
v o n  D N P - I s o l e u c i n  u n d  D N P - L e u c i n ,  y o n  D i - D N P -  
Cyst in ,  D N P - A s p a r a g i n  u n d  D N P - G l u t a m i n  sowie yon  
D N P - A s p a r a g i n s ~ u r e ,  DNP-Glu t amins~ iu re  u n d  DNP-m- 
Amino-ad ip insXure  h / i n g t  yon  den  r e l a t i v e n  Mengen  u n d  
de r  zuf/i l t igen G e g e n w a r t  yon  Beg le i t s to f fen  ab.  "Will m a n  
die g e n a n n t e n  V e r b i n d u n g e n  n i c h t  g ruppenweise ,  s o n d e r n  
e inze ln  erfassen,  so ve r f / i h r t  m a n  wie fo lg t :  T r e n n u n g  der  
Lysin- ,  Tyros in -  u n d  Isoleucin- ,  Leuc inde r iva t e .  M a n  
e h r o m a t o g r a p h i e r t  P robe lSsung  1 in de r  e r s t e n  D i m e n -  
s ion e i n m a l  in  F t i e s smi t t e t  I u n d  n a c h  Z w i s c h e n t r o c k n u n g  

Fig. 5. Nachweis der DNP-Derivate yon Cystin, Asparagin und Glu- 
tamin sowie yon Asparagins~iure, Glutaminsiiure und c¢-Amino- 
adipins~iure. ProbelSsung 1 entsprechend 20 ml Morgenurin. Beladung 
viermal 1 ptl 2'. NormalliehtphotogTaphie (vgl. Text). Originalgrbsse 

10,5 x 14 em zz, + Start. Fliessmittel wie !n Figur 6. 
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Fig. 6. Fleckenmuster und Fleekenzuordnung zur Interpretation 
yon Chromatogrammen naeh Figur 5. Originalgr6sse 10,5 × 14 em a~. 
Die Nummern entsprechen der Numerierung der DNP-Derivate in 

der Tabelle. 

Z in de r  zwei ten  D i m e n s i o n  d u r e h l a u f e n d  is 3 h in Fliess-  
m i t t e l  I I I .  Die T r e n n u n g  u n d  die Z u o r d n u n g  de r  F l eck en  
i s t  aus  F i g u r  3 u n d  4 e rs ich t l ich .  Der  E r fo lg  be i  d e r  
A u f t r e n n u n g  de r  Leuc ine  h i ing t  y o n  de r  a b s o l u t e n  u n d  
r e l a t i v c n  Menge  ab.  \ ¥ e n n  s ich n u r  ein Leuc in - I so leuc in -  
F l eck  b i lde t  u n d  s ich dieser  bei  V e r r i n g e r u n g  der  C h r o m a -  
t o g r a m m b e t a d u n g  n i c h t  in  zwei s e p a r a t e  F l eck en  auf l6s t ,  
so c h r o m a t o g r a p h i e r t  m a n  in  d e r  zwe i t en  D i m e n s i o n  in  
B e n z o l / P y r i d i n / E i s e s s i g  ( 8 0 : 2 0 : 2  v /v)  7,s. 

T r e n n u n g  der  Cyst in- ,  Aspa rag in -  u n d  G l u t a m i n -  
de r iva te ,  sowie de r  Asparag ins~ure - ,  Glu tamins~iure-  u n d  
~-Amino-ad ip ins~iureder iva te .  M a n  c h r o m a t o g r a p h i e r t  
P r o b e l 6 s u n g  1 in d e r  e r s t e n  D i m e n s i o n  d r e i m a l  (vgl. 
oben)  im F l i e s smi t t e l  I u n d  n a c h  Z w i s c h e n t r o c k n u n g  
Z 7,s in  d e r  zwei ten  D i m e n s i o n  in  F l i e s s mi t t e l  IV.  Die  
T r e n n u n g  u n d  Z u o r d n u n g  der  F l eck en  is t  aus  F i g u r  5 u n d  
6 ers icht l ich .  

(B) Sdurel6sliche DNP-Aminosduren. M a n  t r e n n t  d a s  
G e m i s c h  de r  s~iurelSslichen D N P - A m i n o s g u r e n  (P robe-  
16sung 2) d u r c h  zweid imens iona le  C h r o m a t o g r a p h i e ,  ver -  
w e n d e t  in  d e r  e r s t en  D i m e n s i o n  F l i e s smi t t e l  V u n d  en t -  
wicke l t  d a m i t  d r e i ma l  u n t e r  jeweil iger  Z w i s c h e n t r o e k n u n g  
M, s e h a l t e t  n a c h  d e m  d r i t t e n  L a u f  e ine Zwischen t rock -  
h u n g  Z e in  u n d  c h r o m a t o g r a p h i e r t  e i n m a l  in  d e r  zwe i t en  
D i m e n s i o n  m i t  F l i e s smi t t e t  VI .  Als L a u f s t r e c k e  gent ig t  
jeweils  8 bis  10 cm. Der  Z e i t b e d a r I  e rg ib t  s ich zu unge-  
fghr  2 6 +  5 +  1 8 +  5 +  1 2 +  3 5 + 1 0 0  ra in  ~ 20 t  ra in  o d e r  
e twa  3~/e h. I n  F i g u r  7 zeigen wir  ein Beispiel  e iner  
U r i n an a l y s e .  

A n m e r k u n g :  Die D r e i f a c h e n t w i c k l u n g  in  F l i e s smi t t e l  V 
erweis t  s ich t r o t z  de r  u n v e r m e i d t i e h e n  F l e c k e n d e f o r m a -  
t ion  als zweckm~ssig,  i n d e m  d a d u r c h  eine ganze  Re ihe  
u n b e k a n n t e r  s t 6 r e n d e r  S u b s t a n z e n  aus  d e m  Bere i ch  d e r  
n a c h z u w c i s e n d e n  (vg]. F i g u r  8) DNP-Aminos~ iu ren  ver -  
s chwinden .  Ff i r  die T r e n n n n g  e iner  M o d e l l m i s c h u n g  
gent ig t  be re i t s  e i n d i men s i o n a t e  C h r o m a t o g r a p h i e  in  
F l i e s smi t t e I  V I  zs. 

Zur  I n t e r p r e t a t i o n  y o n  C h r o m a t o g r a m m e n  n a c h  F i g u r  
7 b e d i e n t  m a n  s ich e ines  F l e c k e n m u s t e r s ,  das  m a n  d u r c h  
C h r o m a t o g r a p h i e  e ine r  S t a n d a r d m i s c h u n g  y o n  je  1 m g  d e r  
V e r b i n d u n g e n  2~ Nr.  15 u n d  Nr .  34-37 (siehe Tabel le) ,  ge- 
16st in  t o t a l  2 ml  B u t a n o l / E s s i g e s t e r  ( B e l a d u n g  f t in fmat  

Fig. 7. ProbelSsung 2 entsprechend 20 ml Morgenurim Beladung 
fiinfmal 1 [zl zl. Normallichtphotographie (vgl. Text). Originalgr6sse 

10 × 10 cm ~. + Start. Fllessmittel wie in Figur 8. 

2s Vgl. auch p. 432 in 8 
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1 ~t121), erh/ilt .  Zur Zuordnung  der  F lecken  vgl. F igur  8. 
I n  Zweifelsf/itlen empf iehK sich auch  hier, Probe l6sung  
u n d  S t a n d a r d m i s c h u n g  wie un te r  A) beschr ieben  yore 
gleichen S t a r t p u n k t  aus zu ch roma tog raph ie r en .  Aus dem 
Vergleieh yon  F igur  7 und  8 erg ib t  sich die folgende Aus- 
sage fiber die Z u s a m m e n s e t z u n g  der  P robe l6sung  2 (DNP- 
Derivate)  : Mittlere Men~en : Tau, Arg, His. Kleine Mengen: 
CySOaH. Sehr kleine Mengen (nur auf  U V - P h o t o g r a p h i e  
gu t  s iehtbar)  : Cit. 

Pholographierlechnih. Die gelben DNP-Aminos / iu ren  
s ind  im du rcMal l enden  Tagesl icht  yon blossem Auge 
s ieh tbar ,  wenn  auf  d e m  C h r o m a t o g r a m m  je Fleck wenig- 
s t ens  0,2 ~,g vorliegen. Da  im Urin  yon  den  e inzelnen 
Aminos~iuren sehr  versch iedene  Mengen e n t h a l t e n  sind,  
b e o b a c h t e t  m a n  bei der  Analyse  sehr  sehwache  neben  
seh r  s t a rken  Flecken.  Diese Un te r sch i ede  werden  le icht  
v.erwischt, wenn  m a n  zur A u s w e r t u n g  und  D o k u m e n t a -  
t ion  die fr t iher  beschr iebene  U V - P h o t o k o p i e r t e c h n i k  7,s 
beni i tz t .  Der  visuelle E i n d r u c k  lgsst  sich nach  den fol- 
genden  Ver fah ren  wesent l ich  besser  fes tha l ten .  

Start 

3real Fliessmittel V 

t. 

@ 
35V 

Z Fliessmiltel 

Normallichtpholographie ~ : Man be teuch te t  das  Chroma-  
t o g r a m m  yon  links und  yon r ech t s  du rch  zwei 8 "Watt 
Sy lvan ia -Leuch ten  ~7 (Abs tand  30 cm),  e x p o n i e r t  ca. 1/15 
sec (Rolleicord Va  mi t  Rol l inar -Vorsa tz l inse  Nr. 2, 
Blende 8, Agfa - I sopan  I F F  13/10 DIN)  und  en twicke l t  
in tiblicher Weise.  

U V-Photographie26: Sehr  sehwache  Flecken k o m m e n  bei 
Pho tog raph ie  im langwell igen UV (365 mbt ) deu t l i che r  
zum Ausdruck.  I)ies kann  in Zweifelsf~.llen nfi tzl ich sein. 
Es gelingt auf diese \Veise oft,  sehr  schwache  Flecken,  die 
sich in u n m i t t e l b a r  NRhe sehr  s t a rke r  F lecken  bef inden,  
mi t  Sicherhei t  als solche zu e rkennen .  Selbstverst~tndlich 
werden der  gr6sseren E mp f i n d l i ch k e i t  wegen auf  de r  
U V - P h o t o g r a p h i e  gewisse, even tue l l  u n b e k a n n t e  Sub-  
s tanzen  zusRtzlich s i ch t b a r  (vgl. F igur  9). Die Flecken-  
zuordnung  erfolgt  desha lb  e in facher  und s icherer  auf  der  
Normal l i ch tpho tograph ie .  Man be l euch t e t  das  Chroma to -  
g r a m m  yon links und  yon r eeh t s  durch  zwei 8 W a t t  
Sy lvan ia -UV-Leuch ten  27 (F 8 T 5 /BLB;  A b s t a n d  30 cm),  
exponie r t  5 bis 10 sec (Rolleicord Va  mi t  Rol le inar -Vor-  
satzl inse Nr. 2 und UV-Fi l te r ,  Blende  5.6 bis s, Agfa- 
I sopan  I F F  13/10 DIN) und en twicke l t  in i iblieher \Veise. 

Modi/izierle UI'-Photohopie: R6ntgenf i lm oder  Pho to -  
papier,  zum Beispiel Agfa Brovi ra  Normal ,  wird  mi t  der  
empf indl ichen  Seite d i rek t  auf  die 1 ) f innschicht  gelegt  und  
mi t  einer Glasplat te  angepress t .  Man litsst d a n n  U V - L i c h t  
(360 mr,) 2s durch  die Sch ich t  h i n d u rch  auf  das  P h o t o -  
papier  fallen und en twicke l t  in t iblicher Weise. 1)ie 
gr6sste Empf ind l ichke i t  resn l t i e r t  bei e iner  Be l ich tungs-  
zeit, welche den Hin te rg rund  noch n ich t  sehwarz ,  s o n d e rn  
ers t  grau erscheinen l~sst. Bei t~tngerer Be l i ch tungsze i t  
wird  der  H in t e rg rund  z u n e h m e n d  schwgrze r ;  gleich- 
zeitig ve rmindern  die hetlen Subs tanz f l ecken  ihren  Durch-  
messer,  um bei {3berbelichtung schliessl ich ganz zu ver-  
schwinden.  Hiervon liisst sich Gebrauch  machen ,  um 
grosse tqecken,  die sich tei lweise i iberdecken,  in kleinere 
ge t renn te  Flecken aufzul6sen. 

Fig. 8, Stiurel/Jsliche DNP-Aminos/iuren: Fleckenmuster und Flek- 
kenzuordnung. Originalgr6sse |0 . 10 em 2=. Die Nummern entspre- 

chert der Numerierm~ dee DN P-Aminostiuren in Tabelle 11. 

Fig. 9. UV-Photographie. Man vergleiche dazu Figur 1. Es handelt 
sieh in beiden Ffillen mn dasselbe Chromatogramm. + Start. 

Summary. Urinary  amino  acids are conve r t ed  into 
DNP-der iwt t ives .  E x t r a c t i o n  by organic  so lven t s  yiekls 
bo th  e ther -  and acid-soluble 1 )NP-der iva t ives  in a torm 
sui table  for separa t ion  and ident i f ica t ion  by  t h in - l aye r  
ch romatography .  Solvent  s y s t ems  a n d  t echn iqnes  for  t he  
de tec t ion  of 35 ur inary  c o n s t i t u e n t s  are  descr ibed.  The  
me thod  is appl icable  to  the  qua l i t a t ive  analys is  of o t h e r  
biological Ihfids. 

l) .  \VALZ, A. 1{, FAtfMY, (.;. PATAKI, 
A. NIb;I)ERV¢II:.SF.P., und M. BRENNER 

Institut [iir Organische Chemie der Universitiit Basel 
(Schweiz), 23. Jan,mr 1963. 
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