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I. EINLEITUNG 

Seit den grundlegenden Arbeiten von CONSDEN, G,CXRDOX usllp MAW~S~ ist die Trem- 
nung und Identifizierung von Amino&iuren durch zwei&mewsionaUe Papierchronnato- 
graphie in zahlreichen Variationen immer wieder versu&Uz xvordern &g8. tie fiber- 
sichtlichen Darstellungen in Zit. 2-7). Verschiedene Autorem haben d&e BIetBmdik 
in den letzten Jahren such fiir diinne Schick&n van Sicage1 modiH5z~erU9-n~. 

Mit zunehmender Anzahl der aus Natur.stotFfen isolie~en “seknern”” km.nno- 
sauren liess sich eine chromatographische Anftrennmxg wd IdenWierumg dker 
Stoffe mit der Kombination von nur zwei Liisungsmi%rteIsys~emen unrad &genn 
Farbreaktionen langst nicht mehr bewaltigen. Elution der in annvefindetie Zustarnd 
relativ schwierig zu lokalisierenden AminosWren bzw. ihrer Gemkche amd dn- o&r 
mehrmalige Rechromatographie in anderen Systemea einschksskh EIeIrrophorese 
erwiesen sich als unbedingt notwendig, 

Urn diese zeitraubenden, stufenweisen Operationen wk zers’h6rungsk~e Lola.& 
sierung, Elution und Rechromatographie vieler Einzelelluate 21111 verxrneiden, lkbexn wir 
eine Kombination von vier Liisungsmittelsystemen nnd versctiedenen Fa.rbreak&iomeaa 
zu einer neuartigen quasi-4-dimensionalen Technik entwickeUt; sic halt sich k den 
letzten anderthalb Jahren sowohl nach der Filterpapier- tie arpnch CeM~ose-Dm- 
schicht-Technik im praktischen Gebrauch ,gut bew&i.hrt_ 

2. PRINZlP DER hlE+HODE 

Das Prinzip dieser multidimensionalen Technik Bisst sich ekdach anhand des Bei- 
spiels in Fig. 1 erlautern. 

In den E&en von 3 CelluloseblZttern oder Cellnilo~-D~~~~c8n~~na~e~ [A. 
B, C) wird das zu trennende Gemisch wie iiblich aufgetropti, in dksem Be&pie1 ein 
Gemisch von Hydrosyprolin (Hypro), Glycin ~(Gly), Lysirn (Lys], Hktid.in (Hi&). 
Tryptophan (Try) und Leucin (Leu) * . In der ersten Dimension @.n Fig_ I van oben 
nach unten) werden sowohl A wie B und C rnit dem ,#&&w I2sunngsr&~eky&em I 
chromatographiert, wobei sich eine erste Auftrennun,g er@bt, z.B. inn die Grugpenn 
Hypro + Gly + Lys + His und Try + Leu, wie in Fig. I kks a-n angedeutet. 

* Fiir die Kurzbezeichnung der Amino&wren folgen wir den V~r~ch!l&gc~ vaxn BWLNID~~: &9ne 
Tabollo I. 
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I I I I 
Fig. I. Schema der multidimensionalen Technik fiir die Trennung und Zuordnung von Amino- 
ssuren. Links ausscn: Eindimensionalos Chromatogramm mit System I allein. (A) zweidimensio- 
nales Chromatogramm, Losungsmittelkombination : I + II; (13) zweidimensionales Chromato- 
gramm, Losungsmittelkombination : I + III ; (C) zweidimensionales Chromatogramm, Losnngs- 

mittclkombination: I + IV. 
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In der zwweite~z Dimension (in Fig. I von links nach rechts) wird nun jedes Chromato- 
gramm fur sich mit einem Losungsmittelsystem zcntersckiedt?iclzar Zusammensetzung 
entwickelt (II fur A, III fur B und IV fur C). Auf diese Art erhalt man drei z-dimen- 
sionale Chromatogramrne (I + II, I + III, I + IV), in welchen die Reihenfolge der 
Aminosauren in der ersten Dimension die gleiche ist, wahrend ihre Sequenz in den 
zweiten Dimensionen durch die Auswahl geeigneter Systeme (II, III, IV) so stark 
variiert wird (Inversionen), dass in Kombination mit 2-5 Farbreaktionen eine 
sichere Zuordnwg und Wvztersclzeidung von 52 der in Tabelle I erwahnten 57 Amino- 

TABELLE I 

QUALITATIVE UND QUANTITATIVE NACHWEISBARKEIT VON 57 AMINOSiiUREN 

(ALPHABBTISCHB RBIHENI~oLGE) 

(In ,xg/Fleclc auf dem zweidimensionalen Chromatogramm der ICombination I + II). NC = Nin- 
hydrin-Collidin-Reagens ; I = Isat inreagens ; 
Hoppe-Modifikation ; 

PD = Pauly’s Diazo Reagens; RI-I = Reindel- 
NPK = Nitroprussid-Natrium-Iialiumferricyanid. Die quantitativen 

Angabcn gelten nur fiir NC, und zwar stellen sic den unteren praktischen Bereich der Nachweis- 
barkeit dar; die unterste Grenze liegt in der Regel noch tiefer, variiert aber etwas je nach den 
Trocknungs-Bedingungen nach der Applikation von NC; die Angaben iiber die Farbungen mit den 
Reagentien I, PD, RH und NPIC entsprechen einem Einsatz von je 0~5-5 y Aminostizren. Bei PD 
bedeutet + eine gelbe bis riitliche Farbe, bei RH dine blauschwarze und bei NPK eine rote ; (+) 

bedeutet eine nur schwache Farbreaktion. 

a-Alanin 
&Al anin 
cc-Amino-n-butters$iure 
a-AminoisobuttersHure 
&AminobuttersLure 
f3-AminoisobuttersZure 
y-Aminobuttersaure 
.s-Amino-n-caprons&ure 
$-Aminohippurstiure 
Arginin 
Asparagin 
AsparaginsLure 

Ala 

22 
isoAbu 
fiAbu 

0.05 
0.05 
0.05 
0.05 

,:, 
violett violett 
grim lila T 
violett lila (5) 
violett golb 

0.05 lila gelbl. 
(Z) 

!=:bu 
0.05 violett lila 
0.2 violett lila : 

.sAcap 1.0 violctt rosa 
pAhip 10.0 violett gelb : 
Arg 0.2 violett rosa + + 

rosa Asp(NH), 2.0 gelb 
ASP 0.05 griin violet t (Z) 

- 
(ForsefPung P. 33r) 

J. Clrrontnfog.. 12 (1963) 329-34 I 
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TABELLE I (Fovselzwtg) 

Kurr- 
imciclirru~cg NC 2 PD RH NPK 

Canavaninsulfat 
Citrullin 
Cysteins~ure 
Cystin 
cc.y-Disminobutters&ure 
cw+Diaminopimelins%ure 
Dihydroxyphenylalanin 
Dijodtyrosin 
Dimethylcystein 
Glutamin 
Glutaminsaure 
Glycin 
Glycocyamin 
Histidin 
Hydroxyglutamin&ure 
Hydroxylysin 
Hydroxyprolin 
P-Hydroxyvalin 
Isoleucin 
allo-Isoleucin 
Iireat in 
Kroatinin 
Kynurenin 
Lanthionin 
Leucin 
Lysin 
Mcthionin 
Mcthidninsulfon 
Methioninsulfoxyd 
Norleucin 
Norvalin 
Ornithin 
a-Plwnylalanin 
c+Phenylglycin 
Pro1 in 
Sarlcosin 
Serin 
Taurin 
Threonin 
allo-Threonin 
Thyronin 
Thyroxin 

* Tryptophan 
Tyrosin 
Valin 

Can 
Cit 
CySOsH 
gC;>. 

Dapim 
Dopa 
DiJtyr 
Dimecys 
g;;(NH,) 

Gly 
Gcy 
His 
H yglu 
Hylys 
Hypro 
Hyval 
Ileu 
ailo-Ileu 
ICn 
Knin . 
Kyn 
Lan 
Leu 
LYS 
Met 
MetSO, 
MetSO 
Nleu 
Nval 
Orn 
Phe 
Phegly 
Pro 
Sar 
Ser 
Taur 
Thr 
alEoThr 
Thyron 
Thyrox 
Try 
Tyr 
Val 

0.2 

0.1 

0.05 

I.0 

2.0 

2.0 

10.0 

5.0 

0.2 

0.5 
0.05 

0.05 
- 

o-3 
0.05 
0.5 
1.0 

0.5 
0.1 

0.1 
- 

- 

O-5 
I.0 

c-5 
e-5 
c-5 
0.2 

0.2 

e-5 
0.05 
0.2 

0.2 

5.0 

0.5 
0.1 

0.2 

0.2 

0.5 
0.5 

2.0 

2.0 

0.5 

0.5 
0.05 

violett 
viol&t 
violett 
braun 
violett 
violett 
grau 
violett 
violett 
violett 
viol&t 
braun 
- 

grau 
violett 
violett 
gelb 
violett 
violett 
violett 
- 
- 
braun 
violett 
violet t 
violctt 
viol&t 
viol&t 
violett 
violett 
viol&t 
violett 
viol&t 
gelb 
gelb 
grau 
violett 
violett 
violett 
violett 
braun 
braun 
violett 
braun 
violett 

braunl. 
rosa 
gelb 
rosa 
rosa 
rot 
lila 
lila 
rosa 
rosa 
lila 
rosa 
rosa 
lila 
rosa 
lila 
blau 
rosa 
rosa 
rosa 
gelb 
gelb 
rosa 
orange 
rosa 
rot 
rosa 
rosa 
rosa 
lila 
rot 
rot 
lila 
gelb 
blau 
gelb 
orange 
gclb 
rosa 
rosa 
braun 
gelb 
lila 
rot 
rosa 

A-, 

+ 

(+I 

(+I 

+ 

+ 

: 
+ 

(+I 

~~lb’ 
krau) 
kelb) 
+ 

G) - 
A + 
(grau) 
t-t-) 

(:I 
z 
(=I 

& W 
: 

(rosa) 

t 

(Z 
(braun) 

(7 

(&lb). 
(braun) 
($) 

gelb 

A-) 
(t-) 

(7 
(braun) 
(rosa) 
(+) 

s&uren rnijglich wird (Cystein wird hierbei als Cystin oder Cysteinsulfos&ure chromato- 
graphiert). Dihydroxyphenylalanin (Dopa) verteilt sich auf eine so grosse FBche 
(siehe Fig. 2-4), dass sich seine Identifizierung als schwierig erweist. Die restlichen 
vier AminosSuren Leucin, Norleucin, Isoleucin und allo-Isoleucin trennen sich zwar 
von allen andern 53, untereinander aber nur in die Gruppen Leu + Nleu und Psoleu + 
allo-Isoleu auf. Wghrend sich das Diastereomeren-Paar Threonin und allo-Threonin 
dank der stgrkeren Wechselwirkung zwischen NH,- und OH-Gruppen ohne weiteres 
nach obiger Technik trennen l&St, ist dies fur Isoleu und allo-Isoleu chromato- 

J. Chronaatog., 12 (1963) 329-341 
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graph&h sehr schwierig (Wechselwirkung zwischen NH,- und ~CiH,-Gnqppen ZIU 
schwach). Leu und Nleu sind hingegen in einem SpeziaPsyst,em ,gnt di@.nenziier!bar 
(System Nr. 22 von Tabelle II auf Cellulose-Dtinnschicht, zweimaliger La@.. 

3. AUSWAHL DER SYSTEME UND DURCHFtiHRUNG DER METil3ODE 

Die Methode wurde ursprmqlich fur die konventionelle Filter~apie~c~~o~a.rt~~~~~~ 
entwickelt und schliesslich unter Beibehaltung der L6sungsmittelsysteme au& &e 
Cellulose-Diinnschichtchromatographie tibertragen, wodurch in ,er&er ILltie eiine 
5-Io-fach hijhere Empfindlichkeit erreicht worden ist. Aus einer :gr&seren Anzahll 
bekannter oder neuer Liisungsmittelsysteme kamen nach ~eindimension:ailes Launf 
der verschiedensten Aminosauren 25 Systeme (siehe Tabelle II) in die aengere A~~swaJhll; 

TABELLE I1 

L6SUNGSMITTELSYSTEBIE DER ENGEREN AUSWAHL FiiR DIE TRENNUNG VON AMI&k%L?RiEX BUI?? 

CELLULOSE (Nr. I-28) UND SILICAGEL (Nr. I-31)* 

1 

3 
4 

2 
; 
9 

IO 

II 

12 

13 
r4 

15 
IG 
17 
18 

I9 
20 

21 

22 

23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 

w-Butanol-.Kthanol-Wasser (IO : IO : 5) 
ti-Propanol-Athylacetat-Wasscr (7 : I : 2) 
ter*t.-Amylalkohol-Isopropanol-Wasser I IOO : 40 : 55) 
levt.-Amylalkohol-Dimethylformamid-Wasser (IOO : 15 : 45) 
Athanol-S “/$ ig. wassr. NaCl (3 : I) 
n-Butanol-BssigsKure-Wasser (4 : I :5) 
n-Butanol-Essigs%.ure-Wasser ( IOO : I o) bis zur SWtigung (ca. 30) 
Isopropanol-AmeisensZure-Wasser (40 : 2 : I o) = S~~slevrt 31 

w-Butanol-Amciscnsaure-Wasser (480 :6 : 3 I 4) 
w-Propanol-PropionsHure-Wasscr (70 : 5 : 20) 
Isopropanol-Zitroncnsjlure-Wasser (40 : 2 : IO) 
sec.-Butanol-Isopropanol-Monochlorcssigs~urc-~iasser (70 : IO : 3 g: 40) 
Phenol-Wasser (75 : 25) 
Phenol-Wasser (75 : 25) (f7.5 mg Na-cyanid) Sattigung der#Gasphase mit 3’%+g. wZ&r. 

NH,,OH = SJtslenz IV 
Collidin-Lutidin-Wasser (I : I) ges. 
Methylathylketon-Pyridin-Wasser (Go : 15 : 25) 
?t-Butanol-Pyridin-Wasser (10:3:3) 
Chloroform-Methanol-r 7 oh ig. NI-&OH (20 : 20 :g) 

sec.-Butano&3 %ig. wassr. NH,OH ( IOO : 44) 
?z-Butanol-Athanol-Diitthylamin-Wasser (IO :IO :2 : 5) 
w-Butanol-Aceton-Dijithylamin-Wasser (I o : IO : 2 : 5) = System I 
le~t.-Amylallcohol-Isopropanol-Tri~thylamin-Veronjl-~Vasser (I,OO :4o::o&:a .‘S :g:poi) 
s~c.-Butanol-~ethyl~thylketon-Dicyclohexylamin-~Vasscr (I o : I 0~2 : 5) = :~_vdtvm I11 

sec.-Butanol-Athanol-Dicycohexylamin-Wasser ( IOO :zs : I 5 : 35) 
qz-Propanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser (I 5 : I o : 3 : I 2) 
sec.-Butanol-Isopropanol-Wasser-Verona]-Na (5 o/o ig. in Wasser) I( nsoo:: n 5 ::Go:: no) 
sec.-Butanol-Isopropanol-Tri~thy1amin-Veronal-Wasser (100 :ro :x0.5: n.:S,g::60) 
sec.-Butanol-Isopropanol-Phosphatpuffcr, pH 8-\Vasser (35 :35 : I,O: 25) 
Benzol-Aceton-Methanol-Essigsaure (70 :5 :20: 5) 
~thylacctat-Methyl~thylketon-Ameisensiure-~Vasser (5 : 3 : I : I) 
Athylacetat-Pyridin-Wasser (20 : IO : I I) 

- 
l Zum gr&sten Tcil handelt es sich urn publizierte Systeme (vgl. Zit. 2) soder Modiifr!kaRiiemwnn 

davon. 

von diesen wurden erst nach rechnerischer und schliesslich ~exper!imenteGler lFGtxnlk& 
nation von Systempaaren folgende vier Lijsungsmittelsysteme in den :gegelbenerm 
Reihenfolge ausgewahlt. 

J. Clwomalcq.., uz (nlg63) 3-19-30 
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S@$m, 1 (@r&e Dimension ftir A, I3 und C) : 
~-~~U~~~Acetol~~~t~y~amin-Wasser (IO : IO : z : 5)) nach HARDY et aZ.13, 

pH ltz-0 ((alnlff 6xlllnllose liLog,--mI *4) * 
Sjrdm.11 ($nveiite:tiension fiir A): 
lLsqrnr~o~Amnneisem.s~a~e (gg %-ig)-Wasser (40: 2 : IO), pH 2.5 (auf Cellulose 

2-7-2-8)) L 

Sy&m. I$1 (@wziite Diimension fiir B) : 

~~.-~~~t;aurn~,n-~et~y~~t~y~eton-Dicyclohexylamin-\;t’asser (I o : I o : 2 : 5)) modi- 
f6ziien-U rmae91 HLXE~5f et 6rLnZp pH 11.0 (auf Cellulose ro.g-11.0). 

Z$~&XRR. JlY @xiveiite Dimension fiir C) : 
lE%emoR-Wa~s~~ (:&G,:z$, Gasphase equilibriert mit 3 y&em wassrigen NH,OH, 

StgL ziiu, z-7 ((alunf CeIllEli.Iose pH 7-m-7.3). 

11% eticllntich mmterscheiden sich diese Systeme u.a. durch ihr pH und ihre 
Z@e~~~scInaft aIs \%%sersto&Akzeptoren bzw.-Donatoren. 

Diie ffestgekgtte W&lh~enfolg,e der Systeme richtete sich nicht nur nach der Giite 
aller &nnnnit m erziiellenden Trennungen sondern such nach Gesichtspunkten der 
PIficltntigkeiU nnnd der Vertr5glichkeit mit nachfolgenden Systemen und Farbreakti- 
a~nnenn, 7r”am Ietzlterern verwendeten wir Ninhydrin-Collidin (NC)a-‘, Isatin (I)lJ, Pauly’s 
T&llz~ReZngerlls ((PD)l’LT, dlas modifizierte Reagens nach Reindel-Hoppe (RH)lj 
unnd ~i~-~~t~~~-I~~~~ferricyanid (NPK)a; iiber deren Spezifitgt und 
E~~~Pfi~aIlliclh~l!&t giiiit TabeIllle I Auskunft. Nach der Kombination I + II sind alle 
f&mE E%nn%reaktt~onnern arnwendbar, nach I + III noch NC, I, PD und NPK (RH f%llt 
au@), na& H + IV nregen der schwierig zu entfemenden Phenolreste noch NC, I und 
NPK ((PH) lnurnd WEll &atnllen au@_ 

ARs Cellllunllcos~Tr~ger dienten entweder Whatmanpapiere No. I oder diinne 
ScticRnte~~ vorn Celllunloeepnil!ver Macherey und Nagel MN 300. Im folgenden geben wir 
ntnsere I%ilparatio~n nnach der Methode von STAHL~~ mit dem Applikator der Firma 
Desagal aImI. 

8 g @eIliunllesepunIver wetden in 45 ml Wasser und 2 ml Athanol suspendiert und 
2-s Minn_ tit einncm dektrischen Miser (Handmixer Arria, I. Stufe, Teflonscheibe, 
25 mm IlDunrchnm~esser rrnit 3 Einschnitten) homogenisiert ; der Brei wird bei 250 ,u 

!SdbiUitzbdte iiibe~ 5 Gllaspl!atten: (20 x 20 cm) gestrichen; Trocknung iiber Nacht 
&~c&onntall lb& Waumatemperatur.. Fur das Phenol-System IV erweist sich eine Vor- 
&unrng aIer S&ii&t tit System I aufsteigend und quer zur Streichrichtung (ent- 
z:Inall oiler lLau&tichtmag der zweiten Dimension) als sehr vorteilhaft ; Trocknung 

” 
If%% Vemeandnrag alller drei LBsungsmittelsysteme (II, III, IV) fur die zweiten 

woaueim murnd! nnut.r emer Farbreaktion beniitigt man drei Cellulose-Diinnschicht- 
p&a&U~ ((CP)); alla wiir in der Regel noch drei weitere Farbreaktionen fiir die erste 
l&xna~b~ticolrm Ii + Hll ucrsehen,. geben wir den Arbeitsgang fur total sechs CP wieder. 

Ml- l!eg$ seeks CP neheneinander, mit der Streichrichtung von oben nach unten 
unmall zeiic&rtme% alliie Startputukte in der Ecke rechts unten je 25 mm vom Plattenrand 
~tie~~& &er%iicE&ch an, Die w%srige Aminosaureliisung wird mit Mikropipette in 
P’a~mt&~~cean ~(DIPII II @I oal!er weniger aufgetropft (Fleckendurchmesser 3 mm oder weniger) 
unxmall mmiit kaillter o&x warmer Lnft angetrocknet. Die Konzentration der einzelnen 
&nn&a~&iuxerm s&ll EGO) pg m6glichst nicht iiberschreiten. Bei Gemischen mit sehr 
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grossem Konzentrationsunterschied der Komponenten sind notfa_& Chroma~ogram.me 
mit verschiedener Beladung auszuftihren. 

Fur den ersten Lauf werden die se&s CP enrtweder gemeinsam in einem passenden 
Messingrahmen (Plattenabstand 5 nun, Schicht ,gegen S&i&Q oder paarweke [je 
eine an der Wand, Schicht gegen innen) so in die Trennk ammern gestellt, dass die 
Laufrichtung (aufsteigend) mit der Streichrich~ung iden&& ist_ Die Trennkammex-n 
werden bereits vorher mit soviel Lisan,gsrni4teIsyss5zslternn I gef%U& dass der Abstarmd 
zwischen Fliissigkeitsniveau und Startpuwkt I’ a-20 mm be- (ca. nso-zoo m.I Pro 
Trennkammer je nach ihrer Form und IBeEacIung;~ ; die EintiuchEihe der CP selbst 
ist hierbei weitgehend belanglos. W7ichti,g ist, dass die I~ ammern vorher Gcht mit Hih 
von Filtrierpapierstreifen oder sonstigen Massnahmen maximaI mit Dampf gesZtti@ 
worden sind ; eine gewisse Uazte?*sdi5%ga(c,q last fti den guten Laud Vorbedingung tmd 
kann leicht reproduziert werden, indem man das tisungsmittel erst unmittelbar 
vor der Chromatographie einfiillt. Der LauY ((bei ~zz”J wird unterbrochen, sobald die 
Lijsungsmittelfront das obere CP-Ende erreicht hat ((Z&t siehe Tabeple III). Die CP 

VERGLEICH DER LAUFZEITEN (STUNDEN) DER EHNZIELNEN SYS-U-EME AUF \-ERSCOIPEDEXEX ‘PR%ZXZX 

~BER DIE ERFoRDERLICHE DIsTANZ UNTER VIER~~BNDUNG DER GEGEBEXEN EOXIRICHTUSGEN 

System I 5 2.25 3 
System II 9 3-5 
System III 5-25 2 a’ 
System IV x3-5 -u 5 

N(aufstei,gendj 

werden in gleicher Stellung wie in den K ammern 5-10 Xin. bei go” @rockenschrank) 
oder 12 Std. bei Raumtemperatur getrocknet. Nun tropft man ein Gem&h von Leit- 
substanzen (0.5 pg Gly, I ,pg Tyr, I s Nileu in total I #I seithch auf die Starthnie 
fur den Lauf in der zweiten Dimension !(identiscta mit der Linie der Chromatographie 
in der ersten Dimension) und zwar so, dass es einerseits s-10 mm links vom urssting- 
lichen Startpunkt anderseits in gleicher RicInQung 20 mm vor der ersten Front 
(= Plattenrand) placiert ist (auf Fig. 2-4 aIs “Test”” bezeichnet). 

Nun werden die CP mit der neuen Startiinie nach unten gsenkrecht zum ersten 
Lauf) in anderen Trennkammern in der zweiten Dimension chromatographiert: je 
zwei CP in zwei Kammem mit System II, eine CP in je eine Kammer mit S-y&em III 
und IV (Systeme frisch einfiillen, Unters%tigtmg, Ftillvolumen bzw. Abstand Niveau- 
Startlinie wie beim ersten Lauf)- Nach aufsteigender Chromatographie bis zum 
oberen Rand werden die Platten 20 Min. bei go0 getrocknet. 

Wird aus irgendwelchen Griinden die konventioneUe Papierchromatographie 
vorgezogen, nirnmt man drei Biigen Whatmanpapier No. I, ~33.4~ x 45 cm, zeiclmet 
den Startpunkt je g cm von den I35ndern in einer Ecke an und chromatographiert 
nach Auftropfen im System I absteigend im Durchiauf so ILange bis das als Leitfarb- 
stoff dienende Kresolrot ~(unmittelbar neben dem Startpuukt aufgetropft) 800/O der 
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Bogenlange zurtickgelegt hat. Nach Trocknen chromatographiert man wie iiblich 
senkrecht zur ersten Dimension: im System II absteigend bis das Kresolrot den un- 
teren Papierrand erreicht, bzw. im System III absteigend bis Tartrazin als Leit- 
farbstoff noch 3 cm vom unteren Bogenrand entfernt ist, bzw. im System IV auf- 
steigend (technisch einfacher mit dem Phenol-System). Nach tiblicher Trocknung 
sind die Chromatogramme bereit zur Behandlung mit Nachweisreagenzien. 

.., 

Nachwbis 

(a) lNinhydrin-C o i in-Reagens II d (NC). I g Ninhydrin in 700 ml Athanol abs., 
zg ml z,4,6-Collidin und 210 ml Essigsaure. Gleichmassig auf je eine CP der drei 
Kombinationen sprtihen und trocknen bei go” bis Flecke erscheinen (Untergrund 
bleibt noch Weiss) ; die sofort sichtbaren Flecke werden zur Erleichterung der Aus- 
wertung mit weichem Bleistift markiert. Nach einigen Stunden bei Raumtemperatur 
werden sie bedeutend intensiver und “fliessen” eventuell zusammen, zum Teil (je 
nach Aminosgure und Konzentration) erscheinen sie erst dann deutlich. 

(b) Isatin (I) naclz BARROLIER et al. 14. Stark sprtihen und trocknen 30 Min., go”; 
besser differenzierte Farben entstehen jedoch beim Trocknenlassen bei zoo (20 Std.). 

(c) Paz&y’s Diazo-Reagem (PD). L&sung I : 0.4 M Natriumsulfanilat in Wasser; 
Liisung 2 :0.4 M Natriumnitrit in Wasser. Vor Gebrauch mischt man I Vol. L&sung 
I, I Vol. L&sung 2, 8 Vol. 0.25 N Salzsaure und IO Vol. 2 N Sodalijsung und bespriiht. 
die Chromatogramme. 

(d) ,ReindeZ-Ho@e-Reagens (RH), modifiziert nach GREIG UND LEABACK~~. Lo- 
sung I : 2 O/~ ige wzssrige Kaliumhypochloritlijsung ; L&sung 2 : gleiche Volumina einer 
ges&ttigten L&sung von o-Tolidin in 2 y. iger Essigsaure und einer 0.235 y. igen wassri- 
gen Lasung von Kaliumjodid werden vor Gebrauch gemischt. Die Chromatogramme 
werden leicht mit Ltisung I bespriiht und r-1.5 Std. bei Raumtemperatur stehen ge- 
lassen (gewisse Ldsungsmitteld2i.mpfe beeintrschtigen die Chlorierung !) . Darauf mit 
L&ung 2 gleichm&ssig bespriihen : schwarzblaue Flecken auf weissem Untergrund. 

(e) Nitro~racssid-Natrium-I(aliacn~ferricyanid (NPK) nach Vorschrift D 106 in 
2%. 3: Je I Vol. IO y. ige Natronlauge, IO y. ige Nitroprussid-Natriumlijsung und 
IO “/“ige Kaliumferricyanidlijsung werden mit 3 Vol. Wasser gemischt ; nach 0.5 

sttindigem Stehenlassen spriihen. 

4. AUSWERTUNG 

Wir beschreiben die Auswertung anhand der Cellulose-Diinnschicht-Chromatogramme. 
In Schema I sind die Aminosguren in der Reihenfolge ihrer zunehmenden Rp- 

Werte im System I (erste Dimension) angeordnet wobei ihre Xp-Bereiche durch 
einen fetten senkrechten Strich gekennzeichnet sind. Darunter, mit den ‘einzelnen 
AminosZuren durch feine Striche verbunden, finden sich die zugehijrigen Rp-Werte 
in den drei fur die zweiten Dimensionen verwendeten Systemen II, III und IV, und 
zwar bereits unter Berticksichtigung allf&i.lliger leichter Verdrgngungseffekte wenn 
alle Aminos&uren zugleich chromatographiert werden. Dadurch ist die. Posi(ion fiir 
jede Anzinosiiacre in den drei zwt$dimensiortalen Chromatogranznzen eindeutig fixiert : 
Unsicherheiten in der Zuordnung sind durch die erzielten Unterschiede und Inver- 
sionen in den zweiten Dimensionen bei gleichbleibender Secluenz in der ersten Dimen- 
sion so gut wie ausgeschlossen. Voraussetzung dazu ist selbstverst&Ql.lich eine gute 
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Reproduzierbarkeit, zu deren Realisierung die methodischen Einzelh4;tien ~;on {grosser 
Wichtigkeit sind (siehe oben unter Ausfiihrung und unten unter IX&us&n).. ‘II&&z- 
&m l%sst sich eine gesamthafte mgssige Verschiebung ,der ftir die Systeme LIB., BlIll nailed 
IV angegebenen RF-Werte nach oben oder unten nicht irnmer vexmaeiden. !l5ne &irn- 
fache Kontrolle der Reproduzierbarkeit und Zuordnung 19sst sich ~daduxch enreidhen, 
dass man jeweils naclz der ersten Dimension zu beiden Seiten gder ~~euen Sita&Il&ie 
fur die zweite Dimension ein Gemisch von Gly, Try und Nleu ;a&tro&, w&l&e (danaa 
nach Sichtbarmachung des fertigen zweidimensionalen ‘Chromatogrammes 4l.s ~LJ&- 
substanzen fur die Zuordnung dienen (gelegentliche Verd.r%ngungseffel&e xuu8 c&xm 
zweidimensionalen Chromatogramm sind hierbei zu berXicksicl&igen$ ;; (dies iistt 
insbesondere dann von Vorteil, wenn keine Aminosauren vorliegen, die sioh cailiundh 
eine besonder e char akteristische F&rbung hervorheben. Letztere ist &in weiilxres,,went- 
volles Hilfsmittel fiir die Zuordnung und damit Identifiziernng, ,wesha% Idie lI&mJbi- 
nation I + II von Anfang an 3-fach ausgefiihrt wird. Je 8eirl Chroma~ogramm C&X 
Kombination I + II, I + III und I + IV wird mit Ninhydrin-CoXlid tenti&&, 
je eines der Kombination I + II zusatzlich mit Diazo-Reagens und iIsa.ti o&r ge- 
gebenenfalls mit weiteren Spezialindikatoi en. Die qualitativen xmd quantirt;ati~en 
Aspekte der Farbreaktionen sind aus Tabelle I ersichtlich. 334 (de1 @3hromatog~a@%e 
aller ewrghnten Aminos2iuren erhalt man Flecken-Muster wie :sie aus if?@.. 2-4 car- 
sichtlich sind. Es handelt sich urn Photographien von Or;iginalch.roma*fogrammen 
auf denen die Flecke (such die hierbei weniger gut reproduzierbaren) &%%t :wge- 
zeichnet und beschriftet worden sind. 

Fig. 2. 

J.Ckromatog.., ~2 i(mg6.31) 32g:s#x 
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nung zwischen beiden Laufen, usw. noch ganz besonders van der Kammers&ttigung 
abhangig. Maximale Kammers&ttigung verursacht zu. raschen Lauf des Losungs- 
mittels bei aufsteigender Chromatographie so dass die Amino&i,uren nur ungentigend 
aufgetrennt werden und zusammcngeschoben erscheinen. Bei maximaler Sgttigung 
dtirfte nur im Durchlaufverfahren mit den angegebenen Ldsungsmittelsystemen eine 
genugende Trennung zu erreichen sein. Es ist daher wichtig, class bei unserem auf- 
steigenden Verfahren eine Untevsiittigzcng gewshrleistet ist, wie im Abschnitt 3 
beschrieben; dies trifft inbesondere fur die L%ufe in der zwditen Dimension zu. 

Die Empfindlichkeit des Naclzwaises der Aminosauren mit Ninhydrin erwies sich 
als stark abhgngig von (a) Trggermaterial, (b) Liisungsmittelsystem, (c) den Amino- 
sauren selbst und (d) der Reagenszusammensetzung. 

So ist das Ninhydrin-Essigs&ure-Reagens (NE)* fiir Silicagelschichten, das 
Ninhydrin-Collidin-Reagens (NC) aber fur Celluloseschichten am empfindlichsten; 
ein Vergleich ist daher nur unter Beriicksichtigung dieser optimalen Bedingungen 
sinnvoll; er ergab eine 5hnliche Empfindlichkeit fur beide Tr5gersysteme mit Aus- 
nahme einiger Aminosguren wie, Alanin, Ornithin und Arginin, die auf Silicagel mit 
NE noch besser nachweisbar sind als auf Cellulose mit NC. 

DANK 

Frau D. HODEL-V. WESTERNHAGEN danken wir fiir ihre wertvolle und unermiid- 
lithe technische Hilfe bei der Ausfiihrung der Chromatogramme. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Fur die chromatographische Differenzierung und Charakterisierung von 52 Amino- 
sG.rren wurde eine Kombination von vier Ltjsungsmittelsystemen und verschiedenen 
Farbreaktionen zu einer neuartigen multi-dimensionalen Technik entwickelt. Sie 
beruht auf drei zwei-dimensionalen Cellulose-Diinnschicht-Chromatogrammen, 
wobei fiir die erste Dimension immer das gleiche Losungsmittelsystem, fur die 
zweite Dimension 3 verschiedene Systeme geeigneter Zusammensetzung verwendet 
werden. Dadurch ist die Position jeder Amino&me eindeutig fixiert. Die Vor- und 
Nachteile von Cellulose und Silicagel als Trgger werden hinsichtlich Trennbarkeit, 
Reproduzierbarkeit und Nachweisempfindlichkeit des Verfahrens diskutiert . 

SUMMARY 

A novel multidimensional technique has been elaborated and found suitable for the 
chromatographic identification of 52 amino acids. This technique is based on three 
two-dimensional cellulose thin-layer chromatograms using the same solvent system 
for the first dimension and three different systems of suitable properties for the second 
dimensions. With this method all amino acids can be differentiated and characterized 
by fixed positions, and in addition by some colour reactions. The relative merits of 
cellulose and silicagel as carriers are discussed in relation to separation efficiency, 
reproducibility and sensitivity of detection. 

l Rcagens Nr. x08, zitiert von M. BRLNNER, A. NIEDERWIIZSER UND G. PATAICI in Zit. 16. 
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