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Short Communication 

Anwendung der Diinnschichtchromatographie zur 
Sequenzanalyse von Peptiden 

3. Mitt. Zerstiirungsfreie Revelation von kminosiuren auf 
Diinnschichtchromatogrammen* 

Zum Nachweis der ,freien Aminos&uren wird in der Diinnschichtchromatographie 
allgemein die Ninhydrin-Reaktion verwendetl. Dieses Vorgehen lasst jedoch eine 
Elution und Rechromatographie nicht zu, obschon dies insbesondere bei’ der Unter- 
suchung von komplexcm biologischen Material van’ Bedeutung ware. 

i Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Schichtqualitat und Am no- 
stiuretrennung, haben wir darauf lnhgewiesen, dads zur zerstarungsfreien: Revelajion 
von Aminosauren 2,4-Dinitrofluorbenzol und Phenylisothiocyanat geeignete Rea ’ en- 
zien sindc. In der Zwischenzeit benutzten BARTER et aZ.3 Trinitrobeniol-I-sul on- ! 
saure zum Nachweis von %-Aminosauren auf Papierchromat~ograrnmen. ‘t_ 

In der vorliegcnden Arbeit-m8chten wir,iiber die zerstijrungsf$ie Revelation der 
Aminosauren mittels 2,4-Dinitrofluorbenzol (DNFB) berichten. 

: 

ClzromatograjVh. 

30 g Kieselgel-G (Merck, Darmstadt, Deutschland) -/- 60 ml Was::er bzw. fo g Cellu- 
losepulver D (CAMAG, Muttenz, Bl., Schweiz) + 65 ml Wasser werden nach STAHL* 
bei einer Schichtdickeneinstellung von 0.25 mm auf 20 x 20 mm Glasplatten at.fge- 
bracht. Man lasst die Platten tiber Nacht an der Luft ‘trocknen. Die Chromato- 
graphic erfolgt aufsteigend nach den Angaben von BRI&NER eC aZ.6 mit rc-Propyl- 
alkohol-Wasser (7: 3, v/v) als Fliessmittel. Die aufgetragene ArninosZure betrggt 
5 x 10-Z puM in xo y0 Isopropylalkohol (Aminoacids Standard Solutions, Shandon, 
London, Great Britain). ‘I ,: ‘;, . 

. 

Revelatiort 

Die getrocknete Platte wird mit einer Pufferl&unga (8.4 g NaHCO, + Wassei + 
2.5 ml 1 IV NaOH + Wasser ad IOO ml) und mit einer IO o/o (g/v) methanolischen 
DNFB-Ltisunga bespriiht. 

Die Schicht wird an den beiden Plattenrandern in einer Breite von je 5 mm abge- 
streift. .4uf die blanken R5ndern legt man zwei Polyathylenstreifen passender Breite. 
Man bedeckt nun die Schicht mit einer zweiten Glasplatte und erwarmt im Dunkeln 
T Std. auf 40”. Die Tragerplatte wird abgektihlt und in ein Atherbad gelegt. Nach 1’0 
min trocknet man kurz und zeichnet die Flecken an. Die Platte kann such photo- 
graphiert werden. Die Markierung der Flecken bzw. die Photographic muss rasch 

* 2. Mittdung: G. PATAICI, Hetv. Chint. A da, im Druclr. 
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erfolgen, da die Platte mit der Zeit eine gelbe Farbe annimmt und die l?lecken ver- 
schwinden. 

Die Abbildung zeigt die Tageslichtphotographie eines Chromatogramms. Mit 
der beschriebenen Methode kann man etwa IO-~ bis 10-3 pLM Aminosaure nach- 
weisen, Die Rapazittit von Kieselgel und von Cellulose ist unter unseren Versuchs- 
bedingungen etws gleich gross ; auf Cellulose-Schichten beobachtet man jedoch bei 
gr&seren Auftragmengen eine grtjssere Neigung zur “Schwanzbildung”. 

Unsere Arbeitsweise eriiffnet einige interessante MCiglichkeiten bei der Dtinn- 
scl~ichtchron~atograpl~ie von Aminoskn-en. Man kann LB. ein unbelcanntes Amino- 
sauregemisch eindimensional chromatographieren und nach Revelation mit DNFB 
mit einem geeigneten Fliessmittel in der zweiten Dimension entwiclceln. Hierbei 

Fig. I. Tageslichtpho&raph’ic tines Chrbmatogramms von freicn Aminos&nwi auf ICiesclgcl-G 
mit n-Propylalkohol-Wasver (7 : 3, v/v) als Fliessmittel. Revelation mit Dinitrofluorbenzol. 
I = Alanin, o, = AsparaginsBure, 3 = arginin, 4 = Glycin, 5 = Histiclin, 6 = Prolin, 7 = Serin, 

8 = Tyrosin, g = Valin. 

werden selbstverstandlich die Dinitrophenyl-Aminosauren in der zweiten Dimension 
chromatographiert. Ein Vergleich des Fleclcenmusters mit demjenigen eines “nor- 
malen” zweidimensionalen Chromatograrnms erh6ht die Sicherheit der Identifizie- 
rung. Die mit DNFB angefarbten Aminosauren k6nnen selbstverstandlich eluiert 
und rechromatographiert werden. Dieses Vorgehen di.irfte such zur quantitativen 
Aminoskrebestimmung geeignet sein. 
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Abschliessend sei bemerlct, dass die bcschriebene Methode such zur zerstdrungs- 
freien Revelation von Peptiden angewandt werden kann. In Verbindung mit der 
“Dtinnschicht-Fingerprint”-Technik nach WIELAND UND GIZORGOPOULOS~ erleich- 
tert sie die Sequenzanalyse von Peptiden. 

Laboratoriwrz* der Uutiversitlits-Frazenk~~~~~~* *, 
BaseL (Schweiz) 
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Notes 

Non-ideality of the gas phase in frontal analysis 

The activity coefficient at infinite dilution f: of a volatile solute in an involatile 
solvent determined by gas-liquid chromatography is: 

(1) 

where tinf- is the number of moles of solvent in the column, 
j3: is the vapour pressure of the solute at the column ternperature CT, 
VG is the true retention volume. 
Equation (I) is derived by assuming, amongst other things, that the gas phase 

is ideal and that the activity coefficient is pressure independent. However, corrections 
must be made for the invalidity of these assumptions if activity coefficients measured 
by gas-liquid chromatography are to agree with static results1-3. 

These corrections will be more important if the carrier gas is a mixture of an 
inert gas (by this is meant a gas that is virtually insoluble in the involatile solvent) 
and the solute, e.g. an elution peal; is superimposed on the plateau obtained in frontal 
analysis. These “plateau” esperiments would give the activity coefficient as a function 
of solute concentration thus allowing one to test solution theories in a concentration 
region which is inaccessible to static techniques. 
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