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En dUnnschichtehromatographisches Verfahren zur quantitativen Bestim- 
mung von Aminos~uren und Aminozuckern Em Mikromasstab 

Die Aminosguren Alanin, Glutaminsjiure und a-e-Diaminopimelins5.ure (DAP) , 
““’ sowie die Aminozucker Glucosamin und Muraminsgure sind als konstitutive Bestand- 

teile der Bakterienzellwand bekannt’. Urn diese Substanzen in den enzymatischen 
Spaltprodukten bakterieller Zellwande nebeneinander, quantitativ und im Mikromass- 
stab analysieren zu ktinnen, wurde in Abwandlung bekannter Methoden das folgende 
Verfahren ausgearbeitet. Es besteht in einer diinnschichtchromatographischen Tren- 
nung der Substanzen, Anfgrbung mit Ninhydrin, Isolierung und Extraktion der 
Stoffe, Uberftihrung des instabilen Ninhydrinkomplex in den stabilen Ninhydrin- 
Cadmium-Komplex und einer photometrischen Messung der einzelnen Stoffkomplexe. 

MateriaE 
Es wurde mit einem ktinstlichen Gemisch gearbeitet, welches in I ml Wasser je 

I mg Alanin, Glutamins&..ue, DAP, Glucosamin und Muraminsaure enthielt. Die 
Aminosauren und Glucosamin wurden von der Fa, Calbiochem bezogen, die Muramin- 
s%ure wurde aus den Zellwanden von Eschericizia coli B rein dargestelltz. Als Trgger- 
substanz bei der Dtinnschichtchromatographie diente Cellulosepulver (300 MN, 
Macherey, Nagel & Co., Dtiren). Zum Beschichten der Dtinnschichtplatten wurde ein 
Streichger~t der Fa. Desaga, Heidelberg benutzt. 

Metlaoden 
Diirt?zsclziclztclzromatagraibltie. Als TrZgerplatten wurden 4 mm dicke Glasplatten 

20 x 20 cm verwendet. Die Platten sind vor jedem Gebrauch durch Einlegen und 
sorgfaltiges Sptilen in heisser, konzentrierter Sodalijsung fettfrei zu waschen. Die 
sauberen Platten werden mit einer Cellulosepulversuspension beschichtet ; die 
Schichtdicke betragt 250 p. Die Aufschwemmung (15 g Pulver auf go ml Wasser) wird 
vor dem Einftillen in das Streichgerat 2 Min. in einem Starmis homogenisiert. Die 
beschichteten Platten werden 15 Std. bei Zimmertemperatur oder in einem Thermo- 
stat (Luftumw%lzer) nicht tiber 40” getrocknet und sind dann gebrauchsfertig. (Sollen 
die Platten aufbewahrt werden, so stellt man sie in einen Exsikkator.) Auf die trockene 
Platte wird das Substanzgemisch in Konzentrationen zwischen 2.5 und 0.25 pg pro 
Substanz punktfijrmig mit einer z ~1 Pipette aufgetragen. Durchmesser der Start- 
flecken einheitlich 4 mm (griissere oder kleinere Flecken kijnnen bei der Trennung 
schwgnzen), Abstand der Startflecken zum unteren Plattenrand 2 cm, Abstand der 
Flecken untereinander mindestens 1.5 cm. (Es empfiehlt sich, ftir eine Versuchsserie 
stets dieselbe Mikropipette zu benutzen, urn Fehler durch Ungenauiglceiten der 
Pipettenkalibrierung zu vermeiden.) 

Die Platten werden durch einen zweimaligen Trennungslauf in Glastrijgen mit 
aufgeschliffenem Deckel (21 x 21 x 5 cm, Fa. Desaga, Heidelberg) bei 25" entwickelt. 
Trennungsgemisch 1st Butanol-Pyridin-Eisessig-Wasser (60 : 45 : 4: 30, v/v) (mono- 
phasisches Gemisch). Die WSinde der Trennkammer werden mit losungsmittelbe- .<A 

* feuchtetem Filtrierpapier ausgeklefdet. Man beschickt die Kammer L Std. vor dem *’ 

ersten Lauf (Aquilibrierung der Kammeratmosphare) mit 139 ml Lijsungsmittel. Die 
Trennung wird abgebrochen, wenn die ‘Lijsungsmittelfront I cm vor dem oberen 
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Plattenrand steht, und man trocknet die Platte ftir 30 Min. bei 60” im Luftumwalzer. 
Dann wird bci unveranderten Bedingungen der zweite Trennungslauf durchgeftihrt. 
Danach trocknet man die Platte 5 Min. an der Luft vor und bringt sie anschliessend 
ftir 15 Std. zur volligen Trocknung in einen auf II mm Hg (Wasserstrahlpumpe) 
evakuierten Exsikkator tiber konzentrierte H,SO, und frisches NaOH (in rotulis). 
(Ftir einen Exsikkator von 25 cm Durchmesser gentigen IOO ml II&O4 und IOO g 
NaOH.) 

Anf&&9ag, Isolierztfig a69za? Extrahtion. Die getrockneten Platten werden kurz 
in eine 0.5 %ige L&sung (G/V) von Ninhydrin in Aceton getaucht und dann 105 Min. 
bei 70” in einem zuverlassig temperaturkonstanten Thermostat entwickelt. Die fol- 
genden Arbeitsschritte sollen stets ohne Verzdgerungen und in mijglichst gleicher Zeit 
durchgeftihrt werden. Urn die einzelnen Substanzflecke werden gleich grosse Areale 
markiert (z.B. mit einem sauberen Korkbohrer), die etwas grijsser als die Farbflecke 
sein sollen. 

Das Material innerhalb der Markierungen wird mit einem kleinen Spate1 von 
der Platte gekratzt, auf einen glatten, gefalteten Papierbogen geklopft und von dort 
tiber einen kleinen Trichter in Glasrijhrchen (7 cm lang, 4 mm Innendurchmesser) ge- 
fiillt. Bei sorgfsltiger Arbeitsweise (hbklopfen einzelner, hgngenbleibender Substanz- 
partikel) I&sst sich die Substanz jedes Fleckens ohne Verlust in den Boden eines 
Rijhrchens tibertragen. In gleicher Weise werden in Hahe der einzelnen Substanz- 
flecke 5 Blindproben aus der Platte entnommen. Anschliessend wird jedes Rijhrchen 
mit 0.4 ml einer 0.5 O//,igen Ltjsung (G/V) von Cadmiumacetat in Methanol4 geftillt und 
durch Emblasen von Luft mittels einer Glaskapillare die Substanz suspendiert 
(Vorsicht vor Uberlaufen der Rohrchen). Man verschliesst die Rahrchen mit einem 
Plastikfilm (z.B. Para-film), suspendiert nach 2 Std. nochmals und zentrifugiert dann 
IO Min. bei 3000 g. Bei vorsichtiger Handhabung kann man die tiberstehende Farb- 
lijsung ohne Celluloseverunreinigungen abpipettieren und direkt in die Photometer- 
ktivetten einftillen. 

Plzotometvisclae Messac?zg. Zur photometrischen Auswertung der Substanz- 
l&ungen wurde mit einem Eppendorf-Photometer bei 494 rnp, Photozelle go b, mitt- 
lerer Blende, Halbmikroktivetten von 0.5 cm Schichtdicke gegen 0.5 %ige Methanol- 
Cd-Acetatlijsung gemessen. Die einzelnen Messzahlen wurden gegen die jeweiligen 
Blindwerte korrigiert. 

Ergebnisse wtd Diskussion 
Fig. I zeigt die chromatographische Auftrennung des Substanzgemischs bei 

0.5 bzw. 0.25 pg pro Substanz, Fig. 2 die Extinktionskurven der ftinf Substanzen ftir 
2.5-0.25 pg. Innerhalb dieses Bereichs verlaufen die Kurven streng linear. Bei hiiheren 
Substanzmengen liegen die Extinktionswerte im Vergleich zu den Standardmessungen 
relativ zu niedrig. Bei geringeren Mengen streuen besonders die Messwerte der Amino- 
zucker betrachtlich. Die Messungen sind mit einem durchschnittlichen Fehler von 
& 5 y. der Werte reproduzierbar. Gelegentlich treten such grijssere Abweichungen 
auf, die wohl vor allem auf unregelmassige Temperaturschwankungen wallrend der 

o~~,~ langen Entwicklungszeit der Ninhydrinfarbung zurtickzuftihren sind. (Kiirzere Ent- 
“,>., .I 1 wicklungszeiten sind zwar ftir die Aminosaurebestimmungen msgl.ich, ftihren aber 

bei den Aminozuckern zu falschen Ergebnissen.) Es empfiehlt sich, eine Substanz- 
bestimmung nicht einfach durch Vergleich mit einmal aufgestellten Standardkurven 
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vorzunehme81, sondern such einige Werte der Eichsubstanzen nachzutiessen, so dass 
eventuelle Abwcichungen bcrtIcksichtigt werden IrGnnen. 

0.25 0.5 1.0 2.0 

Fig. I. Trennung von je 0.5 pg (links) und 0.25 pg (rcchts) Substanz. Von oben nach unton: 
Muramins%urc. Glucosamin, Alanin, Glutamins~ure uncl DAP. 

Fig. 2. Extinlctionskurven fiir 2.5-0.25 pg Substsnz, Mu = MuraminsWre: GN = Glucosamin; 
DAP = a-E-DiaminopimclinsWre: Glu = Glutamins%ure; Ala. = Alanin. 
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