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Az aminosavak vékonyréteg-kromatografias elvalasztasardl igen sok koz-
lemény sz&mol be, a felduzzadt méret( irodalmi adatok kozott szdmos referatum
és kézikonyv, pl. Pataki kényve (1) segit eligazodni. A természetben leggyak-
rabban el6fordulé 18 aminosav kvantitativ meghatarozasara alkalmas, tokeletes
elvéalasztasat szilikagél rétegen nem tudtdk megvalositani még kétdimenzios
technikaval sem. Turner és Redgwell (2), Jones és Heathcote (3), Molnar és Sztarics-
kai (4), valamint Pal és Takacs (5) celluloz, illetve celluloz-szilikagél keverék
rétegekkel sokkal jobb eredményt tudott letrehozni, Iényegében megoldotték
a természetes 18 aminosav elvalasztasat.

Laboratériumunkban célul tliztik ki, hogy meghatarozzuk fehérje hidroli-
zatumok aminosav Osszetételét vékonyréteg-kromatografias aton. Mivel a fent
felsorolt szerz6k Aaltal leirt aminosav-elvalasztasi eredményeket nem tudtuk
teljesen reprodukalni, ezért a szilikagél-celluléz réteg aranyanak és a kifejleszté
olddszerelegyek megfelel6 kivalasztasaval az emlitett szerz6k munkéssagara
épuld, de azokétdl eltérd elvalasztasi technikat dolgoztunk ki, amely a célunk-
nak megfelelének bizonyult.

Az elvalasztott kromatogramok Kkvantitativ kiértékelésére direkt denzito-
metrias, ill. spektrofotometrias eljarast dolgoztunk ki. Ezeknél a mddszereknél
az el6hivé reagenst Barrolier (6) elGirata szerint készitettiik.

Kisérleti rész
1. Anyagok és vegyszerek

A kalibracids egyenesek elkészitéséhez felhasznalt aminosavak Sigma
Chemical Co (USA) gyartmanyuak voltak.

A ninhidrin, valamint a Kifejleszt6é elegyekben, az el6hivoban és elualo
oldatban levé vegyszerek analitikai tisztasaguak és legtobb esetben a Reanal
cég gyartmanyai voltak.

Vékonyréteg elkészitése: 5 db réteghez 10,5 g szilikagél G-t (Merck), 6,5 g
cellul6z MN 300-at (Machere?/—NageI) 50 ml vizzel és 5 ml etanollal turmix-
gépben lasst fordulatszdmmal 2 percig homogenizaltunk. Ezutan a szuszpenzio-
bol Desaga GmbH terit6készilékkel 0,25 mm vastag rétegeket készitettiink
ﬁOxZOkcm-es lapokra. A lapokat tovabbi felhasznalas el6tt egy éjen at allni

agytuk.
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Kifejlesztd elegy (A): izobutilalkohol —88%-0s hangyasav-viz 75:15:10.
5030K2|fejleszto elegy (B): tercier butanol-metiletilketon -5%-0s ammonia

Mind az el6hivo reagenst, mind az elualé oldatot Barrolier (6) elSirata
szerint allitottuk el6.

2. A kromatogram kifejlesztése és el6hivasa

Az elkeszitett 20x20 cm-es réteglap bal also sarkara a két szelt6l kb. 1,6 cm
tavolsagra felvittlink 10—100 /tg mennyiség(i fehérje hidrolizatumot, vagy
aminosavkeveréket. A startpontot Ugy valasztottuk ki, hogy az els6 dimenzio-
ban a szaliranyra mer6legesen kromatografaltunk. Kb. 50 ml (A) kifejlesztd
elegyet ontottink 21 x7,5x28 cm méreti kifejlesztd Givegkamraba. Ezt kdvet6en
a reteget tartalmazo Gveglapot azonnal behelyeztik a kamraba, tehat nem var-
tuk meg a légtérnek oldoszerrel vald telitddését. A kifejlesztést addig végeztik,
mig az oldoszerkeverék frontja a lap fels6 szélétdl kb. 2 cm tavolsagra jutott cl.
Ez kb. 5 Ora hosszat vett igénybe. A (B) kifejlesztG eleggyel a masodik dimenzio-
ban a kovetkezd nap folytattuk a muveletet, amely kb. 7 oraig tartott. A kifej-
lesztés korulmenﬁel ugyanazok voltak, mint az elsd dimenzional. A kromatogra-
mot leveg6aramban ujra megszarltottuk

Az el6hivas a harmadik nap délutani ordiban tortént. A lapokat egyenlete-
sen bepermeteztiik az el6hivo reagenssel olyan sebességgel, hogy a rete? helyi-
leg ne ,folyjon el”. Egy lapra kb. 25 ml reagenst hasznaltunk fel. A lapokat
leveg6aramban megszarltottuk majd 18 oran at sotét helyen taroltuk. Az el6-
hivott kromatogram képét az 1 &bra, az egyes aminosavak Rf értékeit az 1 tab-
lazat mutatja be.

Integrator

7. dbra

Aminosavak kétdimenziés elvalasztasa szilikagél G-celluléz MN 300 62:38 aranyu
keverékrétegen
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7. tablazat
Aminosavak Rj értékei A és B kifejleszté elegyekkel

Rf értékek X 100
Aminosavak

A B
Alanin 49 7
Arginin 17 2
Aszparaginsav 31 0
Cisztin ... 10 4
Fenilalanin 68 45
Glicin 32 5
Glutaminsav . 42 0
Hisztidin 12 14
Izoleucin ... 72 35
Leucin 73 40
Lizin 14 1
Metionin 59 27
Metionin szulfoxid .. 21 8
Metionin szulfon 25 17
Prolin 37 7
Szerin 28 12
Tirozin 59 23
Treonin 36 35
Valin 64 21

3. Eluciét kovetd spektrofotometrias meghatarozas

Az el6hivott és legaldbb 18 o6rat allni hagyott kromatogramon a foltok
kils6é keruletét vékony tlivel korbe-karcoltuk. Fémspatulaval Ovatosan fel-
lazitottuk, illetve felkapartuk a karcolason belil es6 réteget. Ezutan egy kb.
10—15 ml térfogatl kénikus centrifugacsovet vettliink el6 és a felkapart réteg
valamint az tivegcs6 kozotti esetlegfes, a réteg felkapardsabdl szarmazé elektromos
potencialkilonbséget a fémspatulaval kiegyenlitettik. A csOvet ezt kdvet6en

2. tablazat
Aminosavak spektrofotometrids meghatarozasanak jellemz6 adatai

10"2 //mél .
. aminosav Mérési Variacios
Aminosav extinkcidja tartomany koefficiens
(4 ml-ben) 10~2 /Imol
Alanin 0,089 03 - 4 +6
Arginin 0,061 02 - 3 +5
Aszparaginsav 0,033 0,5 6 +30
Fenilalanin 0,054 03 - 4 + 11
Glicin ........... 0,046 04 - 4 + 11
Glutaminsav. 0,070 10 - 15 +5
Hisztidin ... 0,043 0,15- 2 + 10
I1zoleucin 0,077 04 - 5 +5
Leucin 0,074 07 - 8 +5
Lizin . 0,077 06 - 7 +9
Metionin 0,037 02 - 25 + 13
Prolin.. 0,013 10 -10 + 18
Szerin.. 0,068 06 - 6 +6
Tirozin 0,062 03 - 4 + 11
Treonin 0,064 03 - 4 +9
Valin 0,079 06 - 7 + 10
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szajaval lefelé szorosan a felkapart réteghalom kéré helyeztik, majd a réteg-
lapot hirtelen felforditottuk. Ekkor az el6hivott aminosavakat tartalmazo
rétegrészecskék a centrifugacsébe hullottak.

A centrifugacsdvekbe ezutan 4,0 ml eludlé oldatot pipettaztunk és vékony
livegbottal elkevertiik a centrifugacsé aljan lev6 részecskékkel. A csoveket
bedugaszoltuk, 2 6ran at allni hagytuk. Koézben még egyszer Uvegbottal Gssze-
kevertiik. Végil a csovekben a rétegrészecskéket 10 perces centrifugalassal
kulonitettiik el az oldatoktol. Az oldatok extinkci6jat Unicam SP 600 spektro-
fotométeren vizzel szemben 550 nm-en (a prolint 360 nm-en) hataroztuk meg.
Az optikai s(r(iségek birtokdban az aminosav mennyiségeket a 2. tablazatban
levd egységnyi koncentraciohoz tartozé extinkciokbol szamitottuk ki. Az utbbira
azért volt lehet6ség, mert az altalunk vizsgalt aminosavak a 2. tablazathan
megjeldlt koncentracio-tartoméanyban kovettek a Lambert —Beer torvényt.

4. Denzitometrias kiértékelés

A kvantitativ meghatarozas masik lehet6sége az volt, hogy az el6hivott
aminosavakat denzitometridasan Chromoscan (Joyce, Loebl. England) Double-
Beam Recording Densitometer vékonyreteg feltétjevel értékeltik ki az el6hivast
kovetd napon. Ismeretlen Osszetételi minta mérésénél a miiszer érzékenységét
ugyanolyan nagysagura allitottuk, mint ahogy a kalibraciés gorbéket standard

0T:ST:G. Z)A-AeseABuey so-9488-104yox[e[ungoz| T

2. Tercier butanol-metiletilketon-5%-0s ammonia
50:30:202

2. abra

Néhany aminosav denzitometridsan felvett integrator mszerkitérésének
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aminosavakkal felvettiik. A m(iszer alapvonalat a lapon olyan helyen allitottuk
be, melynek kdérnyékén aminosav-folt nem volt talalhat6 (pl. a treonin korzeté-
ben). Ezutan az egyes foltok szinintenzitadsat a kifejlesztés 1 dimenzidjanak
irdnyaban (kivétel arginin és lizin) lemértik 465-0s jelzésli sz(ir6 alkalmazéasa
mellett. A méréseket kétszer végeztiik el. A miszeren leolvastuk a foltok
szinintenzitasaval aranyos gorbék alatti teriiletek értékeit. Ezekb6l az integra-
tor miszerkitérésekbdl a megfelel6 aminosav kalibracids gérbén hataroztuk meg
a hozzajuk tartoz6 koncentraciokat. Néhany aminosavnak egy adott érzékeny-
ségenél felvett kalibracios gorbéjét mutatja be a 2. abra.

Eredmények és megbeszélés

A természetben leggyakrabban el6fordulé aminosavak tokéletes elvalasz-
tasa még kétdimenzids rétegkromatografias technikaval sem egyszer(i feladat.
Tobb fajta adszorbens reteg és kifejleszté elegy Kiprobalasa utan szilikagél
G —celluloz MN 300 62:38 aranyd keverékét talaltuk megfelel6nek arra, hogy
kiserleti részben ismertetett futtatoelegyek segitségével a kvantitativ meghata-
rozasra alkalmas mddon elvalasszuk egymastol az aminosavakat. Nem csupan
az altalaban nehezen elvalaszthaté aminosavparok valtak el, hanem a metionin
oxidacios termékei is (metionin-szulfoxid, metioninszulfon), mindez megfigyel-
het6 az 1 abran. A futtatas ideje rovidebb mint tiszta cellulézréteg hasznélata-
kor, de hosszabb mint a szilikagél esetében.

Kevés szerzd foglalkozott vékonyrétegen elvalasztott aminosavak eluciot
kovet6 fotometrias meghatarozasaval. Barrolier (6) az altalunk is hasznalt
stabil kadmiumacetat-ninhidrin reagens segitségével 2—5% pontossagot elér6
modszert kozolt. Eljarasat azonban nem irta le teljes részletességgel, az egyes
aminosavakra vonatkozo extinkciok és a mérésik pontossagat jelz6 adatok
hianyoznak. Esser (7) egydimenzids technikaval a spektrofotometrias mérésnél
mikrotérfogat alkalmazasaval +5% pontossagot ért el. A viszonylag kis mérési
hibat valdsziniileg az tette lehetévé, hogy a szerzé a lemezeket nem befljassal,
hanem bemartassal hivta el6. Clark (8) celluléz lapon kétdimenzids elvalasztas
utan az aminosavakat a mennyiségtél fiigg6en 10—18% pontossaggal hatarozta
meg.

g Mint a 2. tablazatbol lathato, sikerilt a természetben leggyakrabban el8-
fordul6 aminosavakat a vékonyréteg-kromatografias eljards soran altalaban
alkalmazott koncentrécié tartomanyban (10~2 /rmél), kétdimenzids technikaval
torténd elvalasztas és az elGhivott foltok eludlasa utan spektrofotometridsan
atlagosan +10% pontossaggal meghataroznunk. A meghatarozads 4 napot vesz
igénybe. Az aszparaginsav esetében meg nem ma?yarézhaté maédon nagy volt
a meérések szdrasa. A pontossagat hatranyosan befolyasolhatja a lapok befujas-
sal tortén6 el6hivasa, mert ily mddon nem biztosithatd, hogy a réteg minden
egyes felileti részére azonos mennyiségli reagens jusson. Tovabbi kedvezGtlen
tenyez6 az, hogy kétdimenziés technikanal nem vihetiink fel standard amino-
savakat a retegre, ezaltal nem tudjuk KikuszobdIni az amingsav-foltok szininten-
zitaséat befolyasold egyéb, jorészt ismeretlen tényez6ket. Osszehasonlitva Clark
(8) munkajaval, az altalunk alkalmazott kadmiumacetattal stabilizalt ninhidrin-
reagens viszont elényds volt a pontossag novelése szempontjabol.

A kromatogramok denzitometrias kiértékelése az eludlast kovet6 fotomet-
rids mérésnél sokkal pontatlanabb eredményeket adott. Mint a 3. tablazathdl
lathato, a meghatarozasok atlagos szorasa +20% volt. A koncentracié eés az
integrator mdszerkitérések kozotti 0Osszefiiggés a legtobb esetben egyenes,
némely aminosavnal (pl. aszparaginsav, valin) gorbe vonalat adott. A csekél
pontossag okaira vonatkozélag szdmos szerz6 munkajara tdmaszkodva probal-
tunk magyarazatot talalni. Els6sorban itt is a kétdimenzids technikabol és a
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3. tablazat
Aminosavak denzitometrids meghatarozdsanak jellemz6 adatai

10-2 /imol Mérési
. aminosav p Variacios
Aminosav integrator- tartomany koefficiens
miiszerkitérése 10~2/(mol
Alanin ... 50 0.42- 1,68 21,2
Arginin 40 0,35- 1,39 14,2
Aszparaginsav 26 0,68-2,70 21,8
Fenilalanin 52 0,42- 1,66 215
Olicin ..cceue. 28 0,45- 1,80 25,6
Glutaminsav. 50 1,90-7,60 11,2
Hisztidin ... 22 0,24-0,97 35,6
Izoleucin 68 0,58-2,31 10,5
Leucin 65 0,88-3,50 15,7
Lizin . 40 0,70-2,80 17,3
Metionin 28 0,25- 1,01 28,6
Prolin... 12 1,26-5,04 30,4
Szerin 38 0,70-2,80 16,2
Tirozin. 47 0,42- 1,68 16,2
Treonin 40 0,47- 1,89 21,8
Valin 56 0,76-3,03 17,2

befljasos el6hivasbol szarmazhat a mérések szordsa. A lemezek befljasanal
ugyanis nehéz homogén arnyalatd héatteret nyerni, amely megneheziti kilén-
boz6 lemezek azonos alapvonaldnak bedllitasat. Ezen kivil a kromatogramon
el6hivott foltok alakja és nagysaga nagymértékben befolyasoljak a denzitometrias
mérést [Klaus (9)]. Az altalunk alkalmazott celluléz-szilikagél keverék réteg
egyébként is aranylag nagy aminosav-foltokat eredményez, amelyeknél az
alaki kilonbségek szamottevéek és gyakran el6fordulnak. E hibalehet6ségek
miatt egyes szerzék [Frodyma (10, 1lg)i/a foltok direkt denzitometridja helyett
inkdbb ajanljak azt a joval nagyobb pontossagot biztositd, de nagyon munka-
igényes eljarast, hogy a foltokat tartalmazdé réteget lekaparjdk és standard
korilmények kozott megmérik a spektralis visszaver6dést. A pontossag véle-
ményunk szerint Frodyma (11) eljarasahoz hasonldan legegyszer(bben gy volna
novelhetd, hogy a ninhidrint a masodik dimenzidban tértend futtatasnal a ki-
fejlesztd elegyben kellene oldani. Ez a technika viszont eléggé koéltséges lenne
a nagymerték( ninhidrin felhasznalas miatt.

Végil koszonetiinket fejezzilk ki Csendes Janosnénak igen szorgalmas és
pontos technikai segitségéért.
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MPUMEHEHWE ABYXPA3SMEPHOW TOHKOC/IOMHOW XPOMATOIPA-
o anAa CNeEKTPO®OTOMETPUYECKOIO U AE H3INTOMETPUYE-
CKOro OornrPeAENEHVA AMUHOKUCAOT

3. [opak —. Xeregrow

ABTOpbI pa3paboTann MeTof COBEPLUEHHOro OTAeneHns 19 amMUMHOKWUCNOT Ha
TOHKOM cnoe cmecy cunukaren I —uenntono3 MH 300 B oTHoLeHun 62 : 38, B
NnepeoM pasmepe MCNOMb30Ba/IM CMeCb WM300YTWIIOBBIA CMUPT -  88% -yio MYPO-
BuiHHylo kncnoTy — BOAY B OTHOWeHuu 75 : 15 : 10, BO BTOPOM pasmepe Tep-
umepbyTaHoN —MEeTUNITUIKETOH —5%-blii aMMOHMIA B oTHOLWEHKM 50 : 30 : 20.

Onpegenun Ha TOHKOM Cfloe OTAENeHHbIX aueTaToM Kanus CcTabunusmpo-
BaHHbIM peareHTOM WHrMApPUHA NPOABMIEHHbIX 16 aMUHOKWUCIOT MpUHaZIexaLnx
B AWanasoH KOHUEeHTpauum 10-2/.Mon.

a) CMeKTPOMETPUYECKN MOC/E 3/0auun TOYHOCTLIO B cpefHeM * 10%;

6) HenocpeACTBEHHO AEH3UTOMETPHYECKN TOYHOCTW B CpefHeM = 20%.

ANWENDUNG DER ZWEIDIMENSIONELLEN DUNNSCHICHTCHRO-
MATOGRAPHIE ZUR SPEKTROPHOTOMETRISCHEN UND DENSITO-
METRISCHEN BESTIMMUNG VON AMINOSAUREN

E. Dworschék und M. Heged(s

Die Verfasser arbeiteten die vollstandige Trennung von 19 Aminosauren
auf einer Dinnschicht, einem Gemisch von Silicagel G und Cellulose MN 300 im
Verhdltnis 62 : 38 aus; Zur Entwicklung wurden in der ersten Dimension Iso-
butilalkohol 88%-ige Ameisenséure-Wasser 75 : 15 : 10, in der zweiten tertiéres
Butanol-Methylaethylketon —5%-ige Ammonialésung 50 : 30 : 20 als Laufmittel
angewendet.

16 Aminoséuren im Konzentrationsbereich von 10-~9 wnol, getrennt auf der
Dinnschicht, entwickelt mit —vermittels Cadmiunacetat stabilisiertem —Nin-
hydrin wurden

a) Nach der Eluierung spektrophotometrisch durchschnittlich mit einer
Genauigkeit von + 10%,

b) vermittels direkter Densitometrie durchschnittlich mit einer Genauigkeit
von +20% bestimmt.

APPLICATION OF TWO-DIMENSIONAL THIN-LAYER
CHROMATOGRAPHY IN AMINO ACID DETERMINATION BY
SPECTROPHOTOMETRY OR DENSITOMETRY

E. Dworschak and M. Heged(s

The complete separation of 19 amino acids was worked out on a thin-layer
composed of the 62 :36 mixture of silicagel and cellulose MN 300. In the first
dimension the chromatogram was developed with the mixture of isobutylalcohol
—88% formic acid —water (75 : 15 : 10), in the second dimension with terciary
butanol —methyl ketone and 5% ammonia (50 : 30 : 20).

16 amino acids, falling in the 10-2 pM region of concentration, separated on
thin-layer, and visualized by ninhydrin reagent, stabilized with cadmium
acetate, were determined, after elution, with + 10% accuracy by spectrophoto-
metry.

The same amino acids were determined by direct dosimetry, with +20%
accuracy.
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