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Einfluss der Schichtqualitiit auf die diinnschichtchromatographische Trennung
von Aminosduren

Zur Dinnschichtchromatographie (DC) von Aminoséuren eignet sich Alumi-
niumoxid?, Kieselgel?-11, Kieselgel/Kieselgur!?, Cellulose!3-1¢ und DEAE-Cellulosel?
als Tréager. :

Kieselgel-Schichten bewidhrten sich zum Nachweis der Aminosiduren in Protein-
hydrolysaten59, im Urin®?®, im Blut?18, im Gifte der Gelbbauchunke?® und im Mais-
quellwasser!?, ‘

Die meisten Autoren verwendeten Kieselgel-G-(Merck)-Schichten2-1?; Kieselgel
(Woelm)? (ohne Bindemittel) und Supergel (AGFA-Wolfen)!! wurden - gelegentlich
auch benutzt. Heute stehen zur DC zahlreiche Kieselgel-Sorten zur Verfiigung; in der
vorliegenden Arbeit soll ihre Eignung zur Trennung von Aminosiuren untersucht
werden.

BRENNER ¢t al.1%20 sowie L1sBoa UND DI1czraLusy?! haben darauf hingewiesen,
dass die Qualitdt des Sorptionsmittels die Rp-Werte z.T. erheblich beeinflusst. Wir
haben einerseits Kieselgele verschiedener Provenienz und andererseits verschiedene
““Chargen’’ ein und derselben Kieselgel-Sorte untersucht.

Experimentelles

Die Herstellung der Sorptionsschichten erfolgte nach den Angaben von BREN-
NER ¢f al.?? unter Anwendung des Streichgerites von STaAHL. Das Verhiiltnis Sorptions-
mittel/Wasser betrug filir eine Schichtdicke von 0.25 mm:

1:2 bei Kieselgel-G (Merck A.G., Darmstadt, Deutschland);

1:2 bei Kieselgel-H (Merck A.G., Darmstadt, Deutschland);

1:2 bei MN-Kieselgel-G-HR (Macherey & Nagel A.G., Diiren, Deutschland) ;
6:9 bei Kieselgel-Woelm (Woelm A.G., Eschwege, Deutschland);

2:5 bei Kieselgel-D5-Camag (Camag A.G., Muttenz B.L., Schweiz).

Die Platten wurden tiber Nacht an der Luft getrocknet??. Die Chromatographie
erfolgte bei Zimmertemperatur in der ‘“‘grossen’”’ Trennkammer .der Fa. Desaga®,
welche zur Sittigung mit Filterpapier ausgekleidet wurde. Vor Einstellung der
Platten wurden die Kammer kriftig geschiittelt22.

Als Fliessmittelkomponente verwendeten wir Lésungsmittel zur Chromato-
graphie oder p.a. Qualitit.

Sdamtliche Chromatogramme wurden zur gleichen Zeit ausgefiihrt. Das Volumen
des Fliessmittels betrug jeweils 150 ml.

Aufgetragen wurden je 1 ug Aminoséure in 1 gl 0.1 N HCl. Zur Revelation be-
nutzten wir Ninhydrin?. Bei schwertrennbaren Substanzen bewihrte sich die Arbeits-
weise von BRENNER UND NIEDERWIESER? und die kalte Ninhydrin-Reaktion nach
OPIENSKA-BLAUTH et al.?s,

Ergebnisse
Die Figs. 1-5 zeigen die zweidimensionale Trennung der wichtigsten Aminosiu-
ren unter identischen Versuchsbedingungen. Die Trennleistung der einzelnen Kiesel-
* Desega, G.m.b.H., Heidelberg (Deutschland).
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Fig. 1 Zweidimensionale Trennung der Aminosiduren auf KKieselgel-G-Schichten.
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Fig. 2. Zweidimensionale Trennung der Aminosiuren auf MN-Kieselgel-G-HR-Schichten.

gele lidsst sich beurteilen, wenn man die Trennung der Komponente einiger Verbin-

dungsgruppen miteinander vergleicht™.

Bastsche Aminosduren. Die Trennung von Lysin, Arginin und Histidin gelingt
am besten mit Kieselgel-G. Auf Kieselgel-H-Schichten und auf MN-Kieselgel-G-HR-
Schichten riicken diese Verbindungen nzher zueinander. Hierdurch wird jedoch die
Unterscheidung kaum beeintrichtigt. Alle drei basischen Aminosduren uberlappen

* Eine Deformation der Flecken (vgl. dazu Whatman Technical Bulletin C3) konnte unter
unseren Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden. '
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Fig. 3. Zweidimensionale Trennung der Aminoséiuren auf Kiesclgel-H-Schichten.
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Fig. 4. Zweidimensionale Trennung der Aminosiuren auf Kieselgel-Woelm-Schichten.

teilweise auf Kieselgel-Woelm und auf Kieselgel-Camag. Sie lassen sich jedoch ohne
besondere Schwierigkeit unterscheiden, wenn die Arbeitsweise von BRENNER UND
NIEDERWIESER? oder von OPIENSKA-BLAUTH e al.2 zur Revelation angewandt wird.

Serin, Glycin und Taurin. Verwendet man Kieselgel-H oder Kieselgel-Woelm-
Schichten (beide ohne Bindemittel), so ist die Trennung dieser Aminosiduren vorziig-
lich. Die Wanderungsgeschwindigkeit von Serin und Glycin ist auf Kieselgel-G nur
wenig verschieden, auch Tawrin liegt in der unmittelbaren Ndhe. Auf Kieselgel-
Camag und auf MN-Kieselgel-G-HR iiberlappen Serin, Glycin und Taurin bzw, Serin
und Giycin ohne dass die Unterscheidung dadurch verunmoéglicht wiirde.
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Fig. 5. Zweidimensionale Trennung der Aminosiuren auf Kieselgel-Camag-D35-Schichten.

Schnellwandernde Aminosiuren. Valin, Methionin, Tyrosin, Leucin (Isoleucin)
und Phenylalanin lassen sich mit Kieselgel-Camag bzw. Kieselgel-G als stationére
Phase vorziiglich bzw. befriedigend trennen. Ihre Unterscheidung ist zwar mdéglich,
jedoch die Trennung unvollstindig auf MN-Kieselgel-G-HR und auf Kieselgel-Woelm
(Met -+ Val und Tyr -+ Leu bzw. Met + Leu -+ Tyr). Zur Trennung von Leucin
und Isoleucin ist die Durchlaufchromatographie erforderlich (FAHMY e al.5).

Glutamin, Hydroxyprolin und Prolin. Die Trennung dieser Gruppe bereitet all-
gemein keine Schwierigkeiten; die Auflsung ist jedoch auf Kieselgel-Woelm-Schichten
nur unvollstidndig. ’

Nimmt man an, dass die Trennung der Aminosiduren von Qualitidtsschwan-
kungen in der Fabrikation bei ein und derselben Kieselgel-Sorte unabhéngig ist, so
kann man auf Grund der bisherigen Betrachtungen fiir jedes Trennproblem die ge-
eignete stationdre Phase aussuchen. Hierbei ist von besonderer Bedeutung, dass man
hochgereinigte Kieselgele (z.B. MN-Kieselgel-G-HR) zur Trennung verwenden kann.
Verwendet man nidmlich zum Nachweis der Amincsiduren an Stelle von Ninhydrin

TABELLE I
VERGLEICH VERSCHIEDENER KIESELGEL-CHARGEN UNTER IDENTISCHEN VERSUCHSBEDINGUNGEN
+ + 4+ = gute Trennung; -4 + = befriedigende Trennung; -+ = teilweise Trennung.

Charge Basische Serin, Schnell- Glutamin,
An: o= Glycin und  wandernde Hydvroxy-
sduren Tawrin Amino- prolin und

sduren Prolin
1 + -+ + +* A = -+ - -
11 “+ + +* “+ - -+ 4+
II1 + -+ +* 4+ + -

* Die Unterscheidung gelingt mit der kalten Ninhydrin-Reaktion oder beim vorsichtigen
Erwirmen und sofortiger Markierung der Flecken.
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andere Reagenzien, welche die Aminosduren nicht zerstéren, so kann man nach Elution
der Substanzen ihre Identitidt durch Rechromatographie sicherstellen. Ein solches
Vorgehen ist insbesondere bei der Untersuchung vom komplexen biologischen Ma-
terial bedeutungsvoll. Auch die quantitative Bestimmung wird bei dieser Arbeits-
weise erleichtert, weil keine, oder nur wenige, Verunreinigungen eine U.V.-Bestim-
mung storen. Geeignete Reagenzien sind z.B. 2,4-Dinitrofluorbenzol oder Phenyl-
isothiocyanat. Auf die zerstérungsfreie Revelation von Aminosduren auf Diinn-
schichtchromatogrammen werden wir einer folgenden Arbeit zuriickkommen.

Vorldufige Versuche haben ergeben, dass die Trennung der Aminoséduren auf
verschiedenen ‘‘Chargen’’ von Kieselgel-G nur wenig verschieden ist. Obschon die Rp
Werte bei den untersuchten drei ‘“Chargen’’ voneinander abweichen, ist lediglich die
Trenngiite von Lysin und Arginin geringfiigig unterschiedlich (Tabelle I).
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