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Trennung 14C-markierter Aminos~iuren 
durch Diinniilmchromatographie im Subnanogrammbereich 

Von 

E. Cremer* und E. Seidl 
Aus dem Institut ffir Physikalische Chemie der Universit~t Innsbruck 

Mit 1 Abbildung 

(Eingegangen am 29. J u n i  1970) 

Die Diinnfilmchromatographie ( T F C )  ist eine mikroanalytische 
Methode 1-4, die sieh besonders fiir die Anwendung im Subnanogramm- 
bereich eignet. Als mobile Phase wird hier ein auf einer mikrorauhen 
Oberfl/tehe spreitender Fliissigkeitsfilm verwendet, der etwa 10real 
dtinner ist als die Flieftmittelsehicht bei der Diinnschichtehromatogra- 
phie ( T L C ) .  Unter den fiir die T F C  erprobten Adsorbentien hat sieh 
Indiumoxid besonders bewghrt. 

Die Aminos/iuren werfen wegen ihrer besonderen Eigenschaften in 
der T F C  Probleme auL Ihr  stark polarer Charakter verlangt eine nicht 
sehr aktive station/~re Phase. In  der T L C  erreicht man dies dureh 
Troeknen der Kieselgelschieht an der Luft start  bei 110 ~  Trocken- 
sehrank 5. Die fiir die T F C  verwendeten Oxidsehiehten weisea gegeniiber 
den T L C - S e h i e h t e n  eine h6here Aktivit~t auf. Tempern bei niedrigerer 
Temperatur  (150 start  500 ~ vermindert  auch hier die Aktivits fiihrt 
aber zu verwasehenen, diffusen l~'lecken iIn Chromatogramm. 

Als mobile Phase kommen nur wgBrige und stark polare FlieBmittel 
in Frage. Hoher Wassergehalt im FlieBmittel erh6ht aber in der T F C  

die Laufzeit sehr stark. 
Die Versuche zur Trennnng von Aminos/~uren mit T F C  wurden trotz 

dieser ungiinstigert Voraussetzungen unternommen, da den Aminosguren 
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wegen ihrer Rolle als biologisch wichtige Substanzen groge Bedeutung 
zukommt und oft auch die Notwendigkeit auftritt,  sehr kleine Substanz- 
mengen nachzuweisen. 

N a u  6 versuchte, Aminosiuren mit  T F C  zu trennen und mit  Nin- 
hydrin nachzuweisen. Die Nachweisgrenze dieser Farbreaktion liegt bei 
10 -7 bis 10 s g. Die mit  der Diinnfilm-Chromatographie noeh erkenn- 
baren Substanzmengen liegen abet um einige Zehnerpotenzen niedriger. 
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Abb. 1. Ungen: Autoradiogramm einer diinnfilmehromatographischen 
Trennung yon i4C-markiertem Glyein und Prolin 

Oben: Sehw/~rzungskurven, aufgenommen mit dem Zeiss-Chromatogramm- 
Spektralphotometer dutch Remission bei 550 nm 

Da sich die Autoradiographie bei der Diinnfilmchromatographie 
kleinster Mengen anorganiseher Ionen sehr bewi~hrt hat  7, wurde ver- 
sueht, i4C-markierte Aminos~turen zu trennen und autoradiographiseh 
naehzuweisen. 

Fiir die Versuehe wurden versehiede~e yon S tah l  s angegebene Flieg- 
mittel  (und deren Variationen) verwendet. Mit neutralen und sauren 
Fliegmitteln konnte keine eindeutige Trennung erzielt werdem Mit 
einem alkalischen FlieBmit~el gelang jedoeh die Trennung yon G l y e i n  
nnd Prolin. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 wiedergegeben. 

Experimenteller Teil 

Station/~re Phase: Indiumoxidplatte ,,Cavadura" der Fa. Balzers AG, 
Balzers, Liechtenstein; Sehiehtdieke etwa 3 ~. 
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Probe : W/tier. L6sungen yon: Glyein-14C uniform markierg, 50 mCi/mMol, 
3" 10 -6 g/ml; Prolin-14C uniform markiert, 125 mCi/mMol, 2.  10 -6 g/ml. 

Probenmenge: Die Probe wurde mit  einer Mikroliterspritze aufgegeben, 
und zwar 0,02 [zl. Die Probenmenge betrug daher: Glyein: 3 -10 -11g ;  
Prolin: 2.  10 -11 g. 

Fliol3mittel: Methanol-t-CI-IC1s + 18n-NI-Is = 40 + 30 @ 10. Trennzeit: 
6 Min. 

Auswertlmg: Autoradiogralohie: Film: Kodak Royal Blue; Beliehtungs- 
zeit: 40 S~dn. 


