376 SHORT COMMUNICATIONS
Cellulose-Pulver kann hierbei mit einer 0.5%igen Lésung von Versen (Athylendia-
mintetraessigsidure) vorbehandelt werden (Entfernung von.-Kationen).

Mit Hilfe des Verfahrens kénnen sehr kleine Substanzmengen identifiziert werden.
Die Nachweisgrenze bei Anfirbung mit Anisidinphthalat lag fiir Hexosen und Methyl-
pentosen bei 0.5 wg, fiir Pentosen und Uronsduren bei 0.1-0.2 ug. Optimal sind
Konzentrationen von ca. 2 ug fiir Hexosen und ca. 1 ug fiir Pentosen.
Versuche zu einer quantitativen Auswertung der Chromatogramme sind im

Gange.
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Notes

Diinnschicht-Chromatographie von
14C-Dinitrophenyl-aminosiduren

Zur Abtrennung von 14C-Aminosduren wurden Substanzgemische mit 1-Fluor-z,4-
dinitrobenzol (DNFB) umgesetzt. Nach allgemein bekannten, bewihrten Verfahren
sind die entsprechenden Dinitrophenyl-aminosduren (DNP-Aminosduren) in prak-
tisch quantitativen Ausbeuten zu erhalten. Zur Auftrennung der C-DNP-Amino-
siuren wurde die Diinnschicht-Chromatographie angewandt.

Dieses Vorgehen bringt folgende wesentliche Vorteile fiir 14C-Aminosiuren :

Zeitsparende, methodisch einfache Abtrennung der DNP-Aminosiuren von
anderen Stoffgruppen und damit relativ geringer Verlust an Aktivitit;

Erhaltung der C-Zahl der Aminosiuren;
Eigenindikation der farbigen DNP-Aminosiuren auf dem Chromatogramm.

M ethoden .
Aus Giransidtzen von Traubenmost mit Weinhefe unter Zusatz von L-14C-Glutamin-
sdure” isolierten wir neben 14C-Alkoholen unter anderen auch #C-Aminosiuren. Die

* CFB 10 uniformly labelled, Radiochemical Centre, Amersham.
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Hefen wurden aus den Versuchs-Ansitzen durch Zentrifugieren entfernt; alle fliichti-
gen Bestandteile im Vakuum abdestilliert. 0.05-0.1 g Destillations-Riickstand (ent-
sprechend dem von BRENNER, NIEDERWIESER UND PaATAKi' angegebenen Konzen-
trationsbereich fiir Aminosduren) wurden mit einer Lésung von 0.3 g NaHCO; in
2 ml Wasser und anschliessend mit einer Lésung von 0.2 ml DNFB* in 4 ml Athanol
versetzt. Der Ansatz wird 2 Stunden bei Zimmertemperatur geschuttelt (verdunkelt).
Anschliessend wird in einem Wasserbad von 40° der Alkohol im Vakuum entfernt und
der Riickstand mit 2—5 ml Wasser in einen Schiitteltrichter iiberfithrt. Durch drei-
faches Ausziehen mit je 15 ml Ather ist der Uberschuss an DNFB sowie Dinitrophe-
nol (DNP-OH) zu entfernen. Nach Ansiduern der wissrigen Unterphase werden die
DNP-Aminosiduren mit Ather (3 X 15 ml) oder Essigester extrahiert, die Extrakte
getrocknet (Na,SO,) und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die zuriickbleiben-
den DNP-Aminosiduren werden zur Chromatographie in Aceton bzw. Essigester au{-
genommen.

Zur Chromatographie der UC-DNP-Aminosiuren ist die nach StaHL standardi-
sierte Diinnschicht-Chromatographie geeignet:

Diinnschicht-Platten (200 X 200 mm) wurden mit Kieselgel G (Merck) be-
schichtet**. Vorbehandlung der beschichteten Platten und Chromatographie der
DNP-Aminoséiuren analog zu BRENNER ¢t al.l.

Fliessmittel 1 (I. Dimension) : Toluol-Pyridin-z-Chlorithanol-0.8 N Ammoniak
(100:30:60:60). Unterphase zum Aquilibrieren der Platten ; Oberphaseals Fliessmittel.

Fliessmittel 2 (II. Dimension): Chloroform—-Benzylalkohol-Eisessig (70:30:3).

Auswertung

Zur Auswertung der Spots auf ihren Gehalt an 4C werden die Chromatogramme
folgendermassen vorbereitet:

1. Imprignieren mit einem Material, das mit Kieselgel einen elastischen Film
bildet, der von der Platte abgezogen werden kann.

2. Abheben oder Absaugen einzelner Flecke von der Platte und Elution der
DNP-Aminosduren ; gegebenenfalls Rechromatographie mangelhaft getrennter Kom-
ponenten.

Ein diinner Film wird erzielt, wenn z.B. nach BAROLLIER? mit Collodium-Glyce-
rin oder nach LICHTENBERGER® mit Kunststoffdispersionen (Polyacrylsidureester,
Polyvinylidenchlorid, Polyvinylpropionat***) imprédgniert wird.

Die Impulsgehalte der 14C-DNP-Aminosiuren kénnen nach verschiedenen Metho-
den mit unterschiedlicher Impulsausbeute bestimmt werden:

(a) Aufsetzen eines Endfenster-Zihlrohres auf die Zonen der DNP-Aminosduren.

(b) Ausstanzen der Zonen, Uberfiihren der Pldttchen in einen Probenwechsler mit
Methan-Durchflusszdhler.

(c) Schneiden des Filmes in Streifen und Auswerten mit einem Radio-Papier-
chromatographen.

(d) Verbrennen der Proben und Messen der Aktivitit des YCO, in der Gasphase?.

(e) Autoradiographische Identifizierung der aktiven Zonen®.

* Fluka AG, Chem. Fabrik, Buchs, Schweiz.
** Streichgerit und Ausriistung zur Diinnschicht-Chromatographie nach E. STAHL der Firma

Desaga, Heidelberg.
*** SNeatan’’ der Firma E. Merck, Darmstadt.
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Fig. 1. Diinnschicht-Chromatogramm von C-DNP-Aminosiuren.

Aus Fig. 1 wird die Trennung von DNP-Aminosduren eines Destillations-Riick-
standes ersichtlich. Die angegebenen, um den Wert des Untergrundes korrigierten,
Impulse wurden nach Imprignieren des Diinnschicht-Chromatogrammes mit Col-
lodium, Abziehen des Filmes und Ausstanzen der Flecke mit einem Handproben-

wechsler* gewonnen.
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