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EINE MULTIDIMENSIONALE TECHNIK ZUR
CHROMATOGRAPHISCHEN IDENTIFIZIERUNG VON AMINOSAUREN

E.von ARX unp R. NEHER
Pharma-Wissenschaftliche Abteilung der CIBA A.G.,
Basel {(Schweiz)

(Eingegangen den 12. Mérz 1963)

I. EINLEITUNG

Seit den grundlegenden Arbeiten von CONSDEN, GORDON UND MaRTIN? ist die Tren-
nung und Identifizierung von Aminosiuren durch zweidimensionale Papierchromato-
graphie in zahlreichen Variationen immer wieder versucht worden (vgl. die dber-
sichtlichen Darstellungen in Zit. 2—7). Verschiedene Autoren haben diese Methodik
in den letzten Jahren auch fiir diinne Schichten von Silicagel modifiziert®-2.

Mit zunehmender Anzahl der aus Naturstoffen isolierten “‘seltenen” Amino-
siuren liess sich eine chromatographische Auftrennung und Identifizierung dieser
Stoffe mit der Kombination von nur zwei Lésungsmittelsystemen und einigen
Farbreaktionen lingst nicht mehr bewiltigen. Elution der in unverindertem Zustand
relativ schwierig zu lokalisierenden Aminosiuren bzw. ihrer Gemische und ein- oder
mehrmalige Rechromatographie in anderen Systemen einschliesslich Elektrophorese
erwiesen sich als unbedingt notwendig.

Um diese zeitraubenden, stufenweisen Operationen wie zerstérungsfreie Lokali-
sierung, Elution und Rechromatographie vieler Einzeleluate zu vermeiden, haben wir
eine Kombination von vier Lésungsmittelsystemen und verschiedenen Farbreaktionen
zu einer neuartigen quasi-4-dimensionalen Technik entwickelt; sie hat sich in den
letzten anderthalb Jahren sowohl nach der Filterpapier- wie auch Cellulose-Diinn-
schicht-Technik im praktischen Gebrauch gut bewihrt.

2. PRINZIP DER METHODE

Das Prinzip dieser multidimensionalen Technik lisst sich einfach anhand des Bei-
spiels in Fig. 1 erldutern. ‘ '

In den Ecken von 3 Celluloseblittern oder Cellulose-Diinnschichtplatten (A,
B, C) wird das zu trennende Gemisch wie iiblich aufgetropft, in diesern Beispiel ein
Gemisch von Hydroxyprolin (Hypro), Glycin (Gly), Lysin (Lys), Histidin (Hist),
Tryptophan (Try) und Leucin (Leu)*. In der ersten Dimension (in Fig. ¥ von oben
nach unten) werden sowohl A wie B und C mit dem gleichess Losungsmittelsystem I
chromatographiert, wobei sich eine erste Auftrennung ergibt, z.B. in die Gruppen
Hypro -+ Gly -+ Lys -+ His und Try + Leu, wie in Fig. 1 links aussen angedeutet.

* Fiir die Kurzbezeichnung der Aminosiduren folgen wir den Vorschligen vomn Braxp!®; siehe
Tabelle I.
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Fig. 1. Schema der multidimensionalen Technik fiir die Trennung und Zuordnung von Amino-

siduren. Links aussen: Eindimensionales Chromatogramm mit System I allein. (A) zweidimensio-

nales Chromatogramm, Lésungsmittelkombination: I -+ II; (B) zweidimensionales Chromato-

gramm, Losungsmittelkombination: I + III; (C) zweidimensionales Chromatogramm, Lésungs-
mittelkombination: I 4 IV.

In der zweiten Dimension (in Fig. 1 von links nach rechts) wird nun jedes Chromato-
gramm fir sich mit einem L&sungsmittelsystem wnterschiedlicher Zusammensetzung
entwickelt (IT fiir A, III fiir B und IV fiir C). Auf diese Art erhilt man drei 2-dimen-
sionale Chromatogramme (I + II, I 4 III, I 4 IV), in welchen die Reihenfolge der
Aminosiuren in der ersten Dimension die gleiche ist, wihrend ihre Sequenz in den
zweiten Dimensionen durch die Auswahl geeigneter Systeme (II, I1I, IV) so stark
variiert wird (Inversionen), dass in Kombination mit 2-5 Farbreaktionen eine
sichere Zuordnung und Unterscheidung von 52 der in Tabelle I erwihnten 57 Amino-

TABELLE I

QUALITATIVE UND QUANTITATIVE NACHWEISBARKEIT VON 57 AMINOSAUREN
(ALPHABETISCHE REIHENFOLGE)

(In ug/Fleck auf dem zweidimensionalen Chromatogramm der Kombination I + II). NC = Nin-
hydrin—-Collidin-Reagens; I = Isatinreagens; PD = Pauly's Diazo Reagens; RH = Reindel-
Hoppe-Modifikation; NPK Nitroprussid-Natrium—Kaliumferricyanid. Die quantitativen
Angaben gelten nur fiir NC, und zwar stellen sie 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 Firbungen mit den
Reagentien I, PD, RH und NPK entsprechen einem Einsatz von je 0.5~59 Aminosiuren. Bei PD
bedeutet -- eine gelbe bis rétliche Farbe, bei RH €ine blauschwarze und bei NPK eine rote; (4)
bedeutet eine nur schwache Farbreaktion.

Kurz-

Aminosdure bezeichnung NC 1 rbD RH NPK
x-Alanin Ala 0.05 violett violett —_—
B-Alanin PAla 0.05 griin lila +
c-Amino-zn-buttersiure Abu 0.05 violett lila (+)
a-Aminoisobuttersiure isoAbu 0.05 violett gelb (+)
B-Aminobuttersiiure BAbu 0.05 lila gelbl. +
B-Aminoisobuttersiure BisoAbu 0.05 violett lila +-
y-Aminobuttersiure yAbu 0.2 violett lila -
e-Amino-n-capronsiure eAcap I.0 violett rosa +
£-Aminohippursiure pAhip 10.0 violett gelb +
Arginin Arg 0.2 violett rosa + +
Asparagin Asp(NH), =z.0 gelb rosa +
Asparaginsidure Asp 0.05 griin violett (+)
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TABELLE [ (Forsetzung)

Aminosdure be z‘l:";‘h':;‘ ng NC 1 PD RH NPK
Canavaninsulfat Can 0.2 violett braunl. -+ +
Citrullin Cit o.1 violett rosa -}-
Cysteinsiiure CySOzH 0.05 violett gelb (+)

Cystin ; (Cys) o .o braun rosa (gelb)
a,y-Diaminobuttersdure Dabu 2.0 violett rosa -+
o,z-Diaminopimelinséiure Dapim 2.0 violett rot (grau)
Dihydroxyphenylalanin Dopa 10.0 grau lila -+ {gelb)
Dijodtyrosin Dijtyr 5.0 violett lila (+) -+
Dimethylcystein Dimecys 0.2 violett rosa —
Glutamin Glu(NH,) 0.5 violett rosa (+)
Glutaminsiure Glu 0.05 violett lila —
Glycin Gly 0.05 braun rosa -+
Glycocyvamin Gey —_ — rosa (+) -+
Histidin His 0.3 grau lila + (grau)
Hydroxyglutaminsiure Hyglu 0.05 violett rosa (+)
Hydroxylysin Hylys 0.5 violett lila -+
Hydroxyprolin Hypro 1.0 gelb blau (+)
p-Hydroxyvalin Hyval 0.5 violett rosa (+)
Isoleucin Ileu 0.1 violett rosa (+)
allo-Isoleucin allo-1leu o.1 violett rosa (+)
Kreatin Kn —_ — gelb (+) -+ <+
Kreatinin Knin _— —_ gelb + -+
Kynurenin Kyn 0.5 braun rosa (gelb)
Lanthionin Lan 1.0 violett orange (rosa)
Leucin Leu 0.5 violett rosa —
Lysin Lys 0.5 violett Tot -+
Methionin Met 0.5 violett rosa —_—
Methioninsulfon MetSO, 0.2 violett  rosa (+)
Methioninsulfoxyd MetSO 0.2 violett rosa (braun)
Norleucin Nleu 0.5 violett lila —
Norvalin Nval 0.05 violett  rot (+)
Ornithin Orn 0.2 violett rot -+
e-Phenylalanin Phe 0.2 violett lila (gelb)
e-Phenylglycin Phegly 5.0 gelb gelb (+) (braun)
Prolin Pro 0.5 gelb blau (+)
Sarkosin Sar o.I grau gelb +
Serin Ser 0.2 violett orange gelb .
Taurin Taur 0.2 violett gelb -}
Threonin Thr 0.5 violett rosa (+)
allo-Threonin alloThr 0.5 violett rosa (+)
Thyronin Thyron 2.0 braun braun —
Thyroxin Thyrox 2.0 braun gelb + (+)
Tryptophan Try 0.5 violett lila (braun)
Tyrosin Tyr 0.5 braun rot + (rosa)
Valin Val 0.05 violett rosa (+)

siuren moglich wird (Cystein wird hierbei als Cystin oder Cysteinsulfosiure chromato-
graphiert). Dihydroxyphenylalanin (Dopa) verteilt sich auf eine so grosse Fldche
(siche Fig. 2—4), dass sich seine Identifizierung als schwierig erweist. Die restlichen
vier Aminosiuren Leucin, Norleucin, Isoleucin und a«llo-Isoleucin trennen sich zwar
von allen andern 53, untereinander aber nur in die Gruppen Leu -+ Nleu und Isoleu -
allo-Isoleu auf. Wihrend sich das Diastereomeren-Paar Threonin und allo-Threonin
dank der stirkeren Wechselwirkung zwischen NH,- und OH-Gruppen ohne weiteres
nach obiger Technik trennen lisst, ist dies fiir Isoleu und allo-Isoleu chromato-
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graphisch sehr schwierig (Wechselwirkung zwischen NH,- und CH,-Gruppen zu
schwach). Leu und Nleu sind hingegen in einem Spezialsystem gut differenzierbar
(System Nr. 22 von Tabelle IT auf Cellulose-Diinnschicht, zweimaliger Lanf).

3. AUSWAHL DER SYSTEME UND DURCHFUHRUNG DER METHODE

Die Methode wurde urspriinglich fiir die konventionelle Filterpapierchromatographie
entwickelt und schliesslich unter Beibehaltung der Lésungsmittelsysteme auf die
Cellulose-Diinnschichtchromatographie iibertragen, wodurch in erster Linie eine
5-10-fach hohere Empfindlichkeit erreicht worden ist. Aus einer grisseren Amzahl
bekannter oder neuer Lisungsmittelsysteme kamen nach eindimensionalem Lauf
der verschiedensten Aminosiduren 28 Systeme (siehe Tabelle II) in die engere Auswahl ;

TABELLE 11

LOSUNGSMITTELSYSTEME DER ENGEREN AUSWAHL FUR DIE TRENNUNG VON AMINOSAUREN AUF
CELLULOSE (Nr. 1-28) UND SILICAGEL (Nr. 1—31)"

1 n-Butanol-Athanol-Wasser (10:10:5)
2 n-Propanol-Athylacetat—Wasser (7:1:2)
3 tert.-Amylalkohol-Isopropanol-Wasser (100:40:535)
4 tert, -Amylalkohol—Dxmcthvlformam1d—W'Lsser (100:15:45)
5 Athanol-8 %, ig. wissr. NaCl (3:1)
6 n-Butanol-Essigsiure—Wasser (4:1:5)
7 n-Butanol-Essigsdure—Wasser (100:10) bis zur Séttigung (ca. 30)
8 Isopropanol-Ameisensiure—Wasser (q0:2:10) = Swvstem i1l
9 n-Butanol-Ameisensiure—Wasser (480:6:314)
10 n-Propanol-Propionsidure~Wasser (70: 5:20)
11 Isopropanol-Zitronensiure—Wasser (40:2:10)
12 sec.-Butanol-Isopropanol-Monochloressigsiure—Wasser (70:10:3 g:40)

I3 Phenol-Wasser (75:25)

14 Phenol-Wasser (75:25) (4 7.5 mg Na-cyanid) Sittigung der Gasphase mit 3'%, ig. wiissr.
NH,OH = Systen: IV

15 Collidin~Lutidin—Wasser (1:1) ges.

16 Methylidthylketon—-Pyridin—-Wasser (60:15:25)

17 12-Butanol-Pyridin—-Wasser (I 0:3:3)

18 (‘hloroform—-Methanol—I7 %ig. NH,OH (20:20:9)

19 sec.-Butanol-3 %ig. wissr. NH, OI—I (100:44)

20 n-Buta.nol—Athanol—Dmthylam1n—\vVasser (10:10:2:5)

21 n-Butanol-Aceton-Diithylamin—-Wasser (10:10:2:5) = Svslem T

22 tert. -Arnvla.lkohol—Isopropa.nol-—Tna.thyla.m1n—VeronaJ—\\ asser (1o00: 40 0.8:1.8 g2 50)
23 sec.-Butanol-Methylithylketon—Dicyclohexylamin~Wasser (10:10:2:3) = Sustem JI1
24 sec.-Butanol-Athanol-Dicycohexylamin—-Wasser (100:25:15:35)

25 n-Propanol-Pyridin—-Essigsiure~Wasser (15:10:3: 1")

26 sec.-Butanol-Isopropanol-Wasser—Veronal-Na (5 9%ig. in Wasser) (100:15:60: 10)

27 sec.-Butanol-Isopropanol-Triithylamin—-Veronal-Wasser (100:10:0.8:1.8g:60)

28 sec.-Butanol-Isopropanol-Phosphatpuffer, pH 8-~Wasser (35:35: 10:25)
29 Benzol-Aceton—Methanol-Essigsiure (70:5:20:5)

30 Athylacetat-—Methyldthylketon—Amexsensaure—\Vasser (5:3:1:1)

k3 Athylacetat-Pyridin-Wasser (20:10: 11)

* Zum gréssten Teil handelt es sich um publizierte Systeme (vgl. Zit. 2) oder Modifikationem
davon.

von diesen wurden erst nach rechnerischer und schliesslich experimenteller Komlbi-
nation von Systempaaren folgende vier Lésungsmittelsysteme in der gegebemen
Reihenfolge ausgewiihit.
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System I (erste Dimension fiir A, B und C):

n-Butanol-Aceton—Difthylamin—Wasser (10:10:2:5), nach HARDY et al.'3,
PH 12.0 (auf Cellulose I11.05-XI.4). |

System I1 (zweite Dimension fir A):

Isopropancl-Ameisensdure (99 %-ig)—-Wasser (40:2:10), pH 2.5 (auf Cellulose
2.7-2-8)- .

System. 111 (zweite Dimension fiir B):

sec.-Butanol-Methylithylketon-Dicyclohexylamin—-Wasser (10:10:2:5), modi-
fiziert mach HARDY ¢ al.3%, pH 11.0 (auf Cellulose 10.9—-11.0). '

System IV (zweite Dimension fiir C):

Phenol-Wasser (75:25), Gasphase equilibriert mit 3 %igem wissrigen NH,OH,
vgl. Zit. 27 (auf Cellulose pH 7.1-7.3).

Wie ersichtlich umterscheiden sich diese Systeme u.a. durch ihr pH und ihre
Eigenschaft als Wasserstoff-Akzeptoren bzw.-Donatoren.

Die festgelegte Reihenfolge der Systeme richtete sich nicht nur nach der Giite
der damit zu erzielendem Trennungen sondern auch nach Gesichtspunkten der
Fliichtighkeit und der Vertriglichkeit mit nachfolgenden Systemen und Farbreakti-
omen. Von letzteren verwendeten wir Ninhydrin—Collidin (NC)2-7, Isatin (I)14, Pauly’s
Diazo-Reagens (PD)%-%, das modifizierte Reagens nach Reindel-Hoppe (RH)?¥®
und Nitroprussid-Natrium-Kaliumferricyanid (NPK)?; tiber deren Spezifitit und
Empfindlichkeit gibt Tabelle I Auskunft. Nach der Kombination I 4 II sind alle
fiinf Farbreaktiomem anwendbar, nach I 4+ III noch NC, I, PD und NPK (RH fillt
aus), mach I 4 IV wegen der schwierig zu entfernenden Phenolreste noch NC, T und
NPK (PD und RH fallen aus).

Als Cellulose-Triger dienten entweder Whatmanpapiere No. 1 oder diinne
Schichten von Cellulosepulver Macherey und Nagel MN 300. Im folgenden geben wir
unsere Priparation nmach der Methode von STAHL® mit dem Applikator der Firma
Desaga an.

8 g Ce]l]lu]lose]pun]lver werden in 48 ml Wasser und 2 ml Athanol suspendiert und
2—3 Min. mit einem elektrischen Mixer (Handmixer Arria, 1. Stufe, Teflonscheibe,
25 mm Durchmesser mit 3 Einschnitten) homogenisiert; der Brei wird bei 250 u
Schlitzbreite fiber 5 Glasplatten (20 X 20 cm) gestrichen; Trocknung iiber Nacht
horizomtal bei Raumtemperatur. Fiir das Phenol-System IV erweist sich eine Vor-
waschung der Schicht mit System I aufsteigend und quer zur Streichrichtung (ent-
Wﬂn@md der Laufrichtung der zweiten Dimension) als sehr vorteilhaft; Trocknung
wie obem.

Bei Verwendung aller drei Lésungsmittelsysteme (II, III IV) fiir die zweiten
Dimemnsiomen und nur einer Farbreaktion benétigt man drei Cellulose-Diinnschicht-
plattem (CP); da wir in der Regel noch drei weitere Farbreaktionen fiir die erste
Kombination I 4~ II vorsehen, geben wir den Arbeitsgang fiir total sechs CP wieder.

Mamn legt sechs CP nebeneinander, mit der Streichrichtung von oben nach unten
und zeichmet die Startpunkte in der Ecke rechts unten je 23 mm vom Plattenrand
entfernmt oberflsichlich an. Die wissrige Aminosidureldsung wird mit Mikropipette in
Portiomem vom 1 ul oder weniger aufgetropft (Fleckendurchmesser 3 mm oder weniger)
umd mit kalter oder warmer Luft angetrocknet. Die Konzentration der einzelnen
AminosZuren soll To ug méglichst nicht iiberschreiten. Bei Gemischen mit sehr
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grossem Konzentrationsunterschied der Komponenten sind notfalls Chromatogramme
mit verschiedener Beladung auszufiihren.

Fir den ersten Lauf werden die sechs CP entweder gemeinsam in einem passenden
Messingrahmen (Plattenabstand 3 mm, Schicht gegen Schicht) oder paarweise (je
eine an der Wand, Schicht gegen innen) so in die Trennkammern gestellt, dass die
Laufrichtung (aufsteigend) mit der Streichrichtung identisch ist. Die Trennkammern
werden bereits vorher mit soviel Lésungsmittelsystem I gefiillt, dass der Abstand
zwischen Fliissigkeitsniveau und Startpunkt 15-2z0 mm betrigt (ca. 150200 ml pro
Trennkammer je nach ihrer Form und Beladung); die Eintauchhshe der CP selbst
ist hierbei weitgehend belanglos. Wichtig ist, dass die Kammern vorher nicht mit Hilfe
von Filtrierpapierstreifen oder sonstigen Massnahmen maximal mit Dampf gesattigt
worden sind; eine gewisse Untersdtiigung ist fiir den guten Lauf Vorbedingung und
kann leicht reproduziert werden, indemm man das Losungsmittel erst unmittelbar
vor der Chromatographie einfiillt. Der Lauf (bei 22°) wird unterbrochen, sobald die
Lésungsmittelfront das obere CP-Ende erreicht hat (Zeit siehe Tabelle III). Die CP

TABELLE III

VERGLEICH DER LAUFZEITEN (STUNDEN) DER EINZELNEN SYSTEME AUF VERSCHIEDENEN TRAGERN
UBER DIE ERFORDERLICHE DISTANZ UNTER VERWENDUNG DER GEGEBENEN EINRICHTUNGEN

Whatmaw Nr. sz CMN 300 (50 ) Kieselgel G
(=g0 )

(abstcigend, (aufsteigemd, (@ufstcigemd,
35.0cm) 15 cm) 15 €m)
System I 3 2.25 3
System 11 9 3-5 35
System 111 5.25 2 4
System IV 13.5 4 5
(aufsteigend)

werden in gleicher Stellung wie in den Kammern 5-10 Min. bei 90° (Trockenschrank)
oder r2 Std. bei Raumtemperatur getrocknet. Nun tropft man ein Gemisch von Leit-
substanzen (0.5 ug Gly, 1 ug Tyr, 1 ug Nleu in total 1 ul) seitlich auf die Startlinie
fir den Lauf in der zweiten Dimension (identisch mit der Linie der Chromatographie
in der ersten Dimension) und zwar so, dass es einerseits 5-10 mm links vom urspriing-
lichen Startpunkt anderseits in gleicher Richtung 20 mm vor der ersten Front
(= Plattenrand) placiert ist (auf Fig. 2—4 als “Test” bezeichnet).

Nun werden die CP mit der neuen Startlinie nach unten (senkrecht zum ersten
Lauf) in anderen Trennkammern in der zweiten Dimension chromatographiert: je
zwei CP in zwei Kammern mit System 11, eine CP in je eine Kammer mit System II1
und IV (Systeme frisch einfiillen, Untersittigung, Fiillvolumen bzw. Abstand Niveau-
Startlinie wie beim ersten Lauf). Nach aufsteigender Chromatographie bis zum
oberen Rand werden die Platten 20 Min. bei go® getrocknet.

Wird aus irgendwelchen Griinden die konventionelle Papierchromatographie
vorgezogen, nimmt man drei Bégen Whatmanpapier No. 1, z.B. 45 X 45 cm, zeichnet
den Startpunkt je 9 cm von den Riéndern in einer Ecke an und chromatographiert
nach Auftropfen im System I absteigend im Durchlauf so lange bis das als Leitfarb-
stoff dienende Kresolrot (unmittelbar neben dem Startpunkt aufgetropft) 80% der
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Bogenlinge zuriickgelegt 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 {iiblicher Trocknung
sind die Chromatogramme bereit zur Behandlung mit Nachweisreagenzien.

Nactweis

(@) Ninhydrin-Collidin-Reagens (NC). 1 g Ninhydrin in 700 ml Athanol abs.,
29 ml 2,4,6-Collidin und 21x0 ml Essigsdure. Gleichméi.ssig auf je eine CP der drei
Kombinationen sprithen 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 Aminosiure und Konzentration) erscheinen sie erst dann deutlich.

(b) Isatin (I) nach BARROLIER et al.24, Stark sprithen und trocknen 30 Min., go°®;
besser differenzierte Farben entstehen jedoch beim Trocknenlassen bei 20° (20 Std.).

(¢) Pauly’'s Diazo-Reagens (PD) Lésung 1:0.4 M Natriumsulfanilat in Wasser;
Losung 2:0.4 M Natriumnitrit in Wasser. Vor Gebrauch mischt man 1 Vol. L6sung
1, T Vol. Lésung 2, 8 Vol. 0.25 N Salzsiure und 10 Vol. 2 NV Sodalésung und bespriiht
die Chromatogramme.

(@) Reindel-Hoppe-Reagens (RH), modifiziert nach GREIG UND LEABACK!S. Lo-
sung I:2 %ige wissrige Kaliumhypochloritlésung; Losung 2: gleiche Volumina einer
gesittigten Losung von o-Tolidin in 2 % iger Essigsiure und einer 0.85 % igen wissri-
gen Losung von Kaliumjodid werden vor Gebrauch gemischt. Die Chromatogramme
werden leicht mit Lésung 1 bespritht und r—1.5 Std. bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen (gewisse Losungsmitteldimpfe beeintrichtigen die Chlorierung!). Darauf mit
Losung 2 gleichmissig bespriithen: schwarzblaue Flecken auf weissem Untergrund.

(e) Nitroprussid-Natrium—Kaliumfervicyanid (NPK) nach Vorschrift D 106 in
Zit. 3: Je © Vol. 10 %ige Natronlauge, 10 %ige Nitroprussid-Natriumlésung und
10 %ige Kaliumferricyanidlésung werden mit 3 Vol. Wasser gemischt; nach o.5
stiindigem Stehenlassen spriithen.

4. AUSWERTUNG

Wir beschreiben die Auswertung anhand der Cellulose-Diinnschicht-Chromatogramme.

In Schema 1 sind die Aminosiuren in der Reihenfolge ihrer zunehmenden Rp-
Werte im System 1 (erste Dimension) angeordnet wobei ihre Rp-Bereiche durch
einen fetten senkrechten Strich gekennzeichnet sind. Darunter, mit den einzelnen
Aminosiuren durch feine Striche verbunden, finden sich die zugehérigen Rp-Werte
in den drei fiir die zweiten Dimensionen verwendeten Systemen II, III und IV, und
zwar bereits unter Beriicksichtigung allfilliger leichter Verdringungseffekte wenn
alle Aminosiduren zugleich chromatographiert . werden. Dadurch ist die. Position fiir
jede Aminosiure in den dvei zweidimensionalen Chromatogrammen eindewtig fixiert:
Unsicherheiten in der Zuordnung sind durch die erzielten Unterschiede und Inver-
sionen in den zweiten Dimensionen bei gleichbleibender Sequenz in der ersten Dimen-
sion so gut wie ausgeschlossen. Voraussetzung dazu ist selbstversténdlich eine gute
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Reproduzierbarkeit, zu deren Realisierung die methodischen Einzelheiten von grosser
Wichtigkeit sind (siehe oben unter Ausfithrung und unten unter Diskussion). Trotz-
dem lisst sich eine gesamthafte missige Verschiebung der fiir die Systeme II, TIT nmnd
IV angegebenen Rp-Werte nach oben oder unten nicht immer vermeiden. Eine ein-
fache Kontrolle der Reproduzierbarkeit und Zuordnung lisst sich dadurch erreichen,
dass man jeweils nackh der ersten Dimension zu beiden Seiten der meuen Startlinie
fiir die zweite Dimension ein Gemisch von Gly, Try und Nleu auftropft, welche damnn
nach Sichtbarmachung des fertigen zweidimensionalen ‘Chromatogrammes :alls Leit-
substanzen fiir die Zuordnung dienen (gelegentliche Verdringungseffekte auf Jdem
zweidimensionalen Chromatogramm sind hierbei zu beriicksichtigen); dlies ist
insbesondere dann von Vorteil, wenn keine Aminosiuren vorliegen, die sich dunch
eine besondere charakteristische Farbung hervorheben. Letztere ist €in weiteres,wert-
volles Hilfsmittel fiir die Zuordnung und damit Identifizierung, weshalb die Komlbi-
nation I 4 II von Anfang an 3-fach ausgefithrt wird. Je ein Chromatogramm dlex
Kombination I + II, I 4+ III und I 4 IV wird mit Ninhydrin-Collidin entwiclkelt,
je eines der Kombination I -+ II zusiitzlich mit Diazo-Reagens und Isatin oder ge-
gebenenfalls mit weiteren Spezialindikatoiren. Die qualitativen und quantitativen
Aspekte der Farbreaktionen sind aus Tabelle I ersichtlich. Bei der Chromatographie
aller ewrdhnten Aminosiuren erhilt man Flecken-Muster wie sie aus Fig. 2—4 er-
sichtlich sind. Es handelt sich um Photographien von QOriginalchromatogrammen
auf denen die Flecke (auch die hierbei weniger gut reproduzierbaren) leicht amge-
zeichnet und beschriftet worden sind.
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Die Zuordnung der einzelnen Flecken zu den Aminoesiuren erfolgt z.B. so, dass
man alle diei Chromatogramme, mit dem wrspriinglichen Startpunkt limks obem,
nebeneinander auflegt (vgl. in Fig. 2—4). Zweckmiissigerweise bedient man sich eines
Lineales iiber :alle drei Platten und beginnt mit der Zuordnung reihemweise von obemn
nach unten mit Hilfe der Fleckenkarten (Fig =-gy) oder des Schema r; anderseits
kann man auch bei cinem Fleck mit prigmanter Firbumg oder Positiom begimmemn.
Ausser zur ldentifizierung unbekannter Aminosiureflecken BEsst sich Schema 1 auch
zur Auswahl der besten Kombinatiomen fiir die Auftrennung vorbekanmter Amino
sauregemische heranziehen; oft werden fiir diese Zwecke 11—z zweidimensionale
Chromatogramme geniigen; als Beispiel sei die Amalyse der Hydrolysemprodulkte
synthetischer Peptide angefiihrt, sei es zur qualitativen Kontrolle des Aminosiure-
gehaltes, sei.es zur Untersuchung von Hydrolysenmethoden. Im diesem Zusamnuem-
hang ist zu erwidhnen, dass Di- mnd Oligopeptide in den hier verwendetem Systermem
stets kleinere Rp-Werte aufweisen als ihre Bausteine.

3. DISKUSSION

In der Regel ziehen wir die Diinnschichttechnik fiir unser Verfahrem wvor, da sie ge-
ringere Laufzeiten (sieche Tabelle III) und vor allem s5-r10-fach gerimgere Substamz-
mengen erfordert als die konventionelle Papierchromatographie; bei letzterer fallt
dafiir die Plattenbereitung weg und die Reproduzierbarkeit verlangt keine so stremge
Standardisierung.

Die Wahl des geeigneten Trigermaterials fiir die Dimnschicht richtete sicl sowoll
nach Trenneffekt wie Nachweisempfindlichkeit. Bei Verwendung der gleichem L&-
sungsmittelsysteme (I-IV) muit Silicagel als Triger (Kieselgel G Merck) war der
Trenneffekt ganz ungeniigend; einerseits wverursachtem die basischem Systeme awf
Silicagel besonders hiufig stérende Doppelfronten, anderseits durchschmittlich wemniger
ausgeprigte Inversionen als auf Cellulose. Wir versuchtem daher, aus einer emgerem
Auswahl von ca. 30 Losungsmittelsystemen (siehe Tabelle IT), darunter anch die vom
BRENNER et al.1%11 angegebemnen, auf die gleiche Art wie vorher fiir Cellulose solche
auszuwihlen, die nach der quasi-g4-dimensiomalen Techmik auch awf Silicagel eime
vollstiandige Auftrennung der 33 Aminosiuren erméglichem sollte. Als optimale
Kombinationen der Systeme ((siche Tabelle II) fanden wir die Paame Nr. 18 4 30,
18 -+ 12 und 18 4 14. So konnten wir zwar mit Nr. 18 4 14 z.B. das Gemisch vomn
Fig. 1 bereits vollig auftrennen, bei der Chromatographie der tibrigen Amimosduremn
ergaben sich jedoch immer wieder zahlreiche Paare oder sogar Tripletts, die sich micht
auftrennen liessen. Wir verzichteten daher amf Silicagel als Triger zugunstem vom
Cellulosepulver, obwohl die Nachweisempfindlichikeit auf ersterem [fir eimige Amino-
siuren noch etwas héher liegt als auf letzterem.

Von allen gepriiften Cellulosequalitéiten gab das Pulver MN oo die schonstemn
Schichten und Chromatoegramme, und zwar nach Homogenisation wie obem beschrie-
ben; fiir den Trenneffekt war es belanglos ob die Streichdicke 250 oder 300 u gewihlit
wurde; bei einer solchen von 2350 x mrass die getrocknete Celluloseschicht mur 50 .
Unhomogenisiertes Cellulosepulver hatte Flecke mit wellemiGrmigen Rinderm zur
Folge. Aufsprithen statt Streichen der Suspension erwies sich techmisch als schwer
durchfithrbar (Verstopfung). Eine gute Reproduzicrbarkeit der Chromatogramme st
ausser von der Cellulosequalitit, Schichtpriparation, Lésungsmittelalter, Trock-
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nung zwischen beiden Liufen, usw. noch ganz besonders von der Kammersittigung
abhingig. Maximale Kammersittigung verursacht zu raschen Lauf des Lésungs-
mittels bei aufsteigender Chromatographie so dass die Aminosiiuren nur ungeniigend
aufgetrennt werden und zusammengeschoben erscheinen. Bei maximaler Sittigung
diirfte nur im Durchlaufverfahren mit den angegebenen Losungsmittelsystemen eine
geniigende Trennung zu erreichen sein. Es ist daher wichtig, dass bei unserem auf-
steigenden Verfahren eine Untersdttigung gewidhrleistet ist, wie im Abschnitt 3
beschrieben; dies trifft inbesondere fiir die Liufe in der zweiten Dimension zu.

Die Empfindlichkeit des Nachwaises der Aminosduren mit Ninhydrin erwies sich
als stark abhingig von (a) Trigermaterial, (b) Lésungsmittelsystem, (c) den Amino-
sduren selbst und (d) der Reagenszusammensetzung.

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

DANK

Frau D. HopEL-v. WESTERNHAGEN danken wir fiir ihre wertvolle und unermiid-
liche technische Hilfe bei der Ausfithrung der Chromatogramme.

ZUSAMMENFASSUNG

Fiir die chromatographische Differenzierung und Charakterisierung von 52 Amino-
sduren wurde eine Kombination von vier Lésungsmittelsystemen 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, fiir die
zweite Dimension 3 verschiedene Systeme geeigneter Zusammensetzung verwendet
werden. Dadurch ist die Position jeder Aminosiure eindeutig fixiert. Die Vor- und
Nachteile von Cellulose und Silicagel als Triger 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.

* Reagens Nr. 108, zitiert von M. BRENNER, A. NIEDERWIESER UND G. PATAK! in Zit. 16.
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