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El6z6 kozleményemben (1) a bizafehérjék N-termindlis aminosavainak
elektroforézises és papirkromatografias vizsgalatarél szamoltam be. A meg-
hatarozas soran tobb metodikai nehézséget kellett kikiiszobdlni. A DNF-amino-
savak elvélasztasa és meghatarozasa a két modszerrel igy nem volt kielégit6.
Ezért a sok teriileten igen j6l bevalt vékonyrétegkromatografias eljarassal végez-
tem tovabbi kisérleteket.

A vékonyrétegkromatografiarél megjelent els6 kdzlemény (2) 6ta ezt az
elvalasztasi modszert a szervetlen és szerves vegyiiletek legkiilénb6zdbb csoport-
jainak elvalasztasara felhasznaljak. A papirkromatografia bar még ma is a leg-
szélesebb korben alkalmazott elvalasztastechnika, jo néhany vegyuletcsoportnal
(pl. DNF-aminosavak, terpének, gliikozidok stb.) nem, vagy csak nehézkesen
szolgéltatott eredményt. A DNF-aminosavak elvalasztasara eddigi tapasztalataim
szerint, a vékonyrétegkromatografias mod valt be a legjobban. Az eljarasnak
sok elénye van a papirkromatografiaval szemben, egyeéb tekintetben is. A
papirkromatografias vizsgalatok 10—48 o6ras idejével szemben ezzel a mod-
szerrel 0,5—3 oOra alatt eredményt kapunk. A vizsgalt anyagokat élesen valasztja
el egymastol. Kismennyiségek (pl. DNF-aminosavaknal 01 /i g& meghatéro-
zasat teszi lehetévé, tovabba a mennyiségi vizsgalatoknal a lekapart réteg-
anyaghol az elvalasztott anyagok {'él elualhaték. A vékonyrétegkromatografianal
kénnyen kivitelezhet6 az elvalas élességét nagymértékben fokozd, ismételt futta-
tas maddszere is.

1 Vizsgélati anyagok

Vizsgalataimhoz kereskedelmi BL 55-6s lisztet hasznaltam fel. A liszth6l
Oshorne (3), illetve Quensel (4) és Pence, Elder (5) szerint allitottam el6, albumin,
globulin A, B, C gliadin és glutenin frakciot. A gliadinfrakcio kivételével vala-
mennyi frakciot dializissel sdmentesitettem. A vizsgalathoz poritott, l1égszaraz
fehérjéket hasznaltam fel.

2. A fehérjefrakciok dinitrofenilezése

Az albuminfrakciét natriumhidrogénkarbonatos kozegben oldottam és
5%-0s alkoholos 2,4-dinitrofluorbenzol (tovabbiakban DNFB) oldatot adtam
hozza. A globulinfrakciokat és a gluteninfrakciot etilénklorihidrines oldas utan
natriumhidrogénkarbonat és 5%-os alkoholos DNFB hozzaadasaval dinitro-
fenileztem. A gliadinfrakciot 70%-os alkoholban oldottam és natriumhidrogén-
karbonat hozzaadasa utan, 5%-o0s alkoholos DNFB-oldat hozzdadasaval végez-
tem a dinitrofenilezést. A dinitrofenilezés ideje valamennyi frakcidnal 24 éra volt.
(Szobah6émérsékleten, razatas kozben.)
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A dinitrofenilezett albuminfrakcidt sésavas savanyitas utan centrifugalassal
nyertem Kki. A tobbi DNF-fehérjefrakciot savanyitas utan kérilbelil Otszdros
mennyiségl desztillalt vizbe dntéssel csaptam ki, majd centrifugaltam. A DNF-
fehérjefrakciokat a feleslegben levé DNFB-t6l és az esetleges jelenlevd szabad
aminosavak DNF-szarmazekait6l alkohol-éter (1:1) keverékével s végil éterrel
ismételten kimostam. A tiszta DNF-fehérjéket szaritottam, majd poritottam.

3. DNF fehérjék hidrolizise

200 mg DNF-fehérjét tivegampullaba toltottem és 50-szeres mennyiség(
5,7 n azeotrép s6savat adtam hozza. N2gazarammal levegémentesitettem, majd
leforrasztas utdn 105+2 C°-on 8 6ran keresztil hidrolizaltam.

4. DNF aminosavak extrakciéja a hidrolizatumbél

A sbsavas hidrolizatumokat desztillalt vizzel kb. 3-szorosara higitottam,
majd Feroxidmentes éterrel haromszor extrahaltam. Az étesres extraktumokat
desztillalt vizzel sésavmentesre mostam és vakuumban szérazra péaroltam. A
szaraz maradékot 2 ml metanolban vettem fol és a felcseppentést ezekbdl az
oldatokbdl végeztem el.

Az éterrel extrahalt vizes-s6savas maradékokat vizfiirdén szarazra paroltam,
ismételten desztillalt vizzel felvettem és Gjra beparoltam, hogy a sésavat teljesen
eltdvolithassam. Veégll 2 ml desztillalt vizben vettem fel a szaraz maradékot.

5. Eteroldhat6 DNF-aminosavak vékonyrétegkromatografiaja

5.1 Az adszorbens réteg kivalasztasa és elkészitése

A vékonyréteg adszorbens anyaganak Kivalasztasanal abbol kellett kiindulni,
hogy a DNF-aminosavak nem tal hidrofil és savas jellegli anyagok (tekintettel
az —NH2csoport blokkoléasara). Ilyen jellegli anyagok elvélasztasara a legmeg-
felel6bb réteganyagnak a Kieselgel G (szilikagél +13% gipsz keveréke) alkalmas.
A réteg kialakitdsat 20x20 cm-es mattirozott Uveglapok felliletén végeztem.
Igen fontos az tiveglapok fellletének teljes zsirtalanitasa s a réteg eg?/enletes fel-
hordasa. Egy-egy lapra —felkend szerkezettel —kb. 3,5—4 g Kieselgel G-t vittem
fel. (5 db laphoz 20 g Kieselgel G+ 45 ml viz keverékét hasznaltam.) A felvitt
réteget ventillacioval szaritottam meg. A réteg kulon aktivalast nem igényelt.

5.2 A futtatészer kivalasztasa

Az éteroldhato DNF-aminosavak biztonsagos azonositasa céljabol két-
dimenzids futtatast alkalmaztam. Az elsg iranyban az irodalomban ajanlott (6,7)
toluolos rendszert hasznéltam el6nydsen, (toluol: piridin: etilénklorhidrin; 0,8 n
ammonia oldat = 100:30:60:60). A masodik iranyban tobb futtatd kiprobalasa
utan legmegfelel6bbnek a kloroform-benzilalkohol-jégecet (70:30:3,5) keveréke
bizonyult, amely az &ltalam alkalmazott felszalld technik&nal Altalaban a leg-
élesebb elvalasztast teszi lehetévé. A vizoldhatdé DNF-aminosavak elvélasztasat
ugyancsak Kieselgel G-n végeztem el. Felszalld6 kromatografalas n-butanol-
25%-0s ammoniaoldat (73:27) keverékében tortént.

5.3 Az éteroldhatdé DNF-aminosavak tulajdonképpeni elvalasztasa.

A fentiekben ismertetett médon kapott vékonyrétegre az egyik sarokba, az
oldalaktol 2—2 cm-re cseppentettem fel a vizsgalandé anyagot. (ElGvizsgalatok-
bol nyert tapasztalatok alapjan legaldbb 20 mg DNF fehérjének megfelel6 extrak-
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7. dbra. DNF-Albumin frakcio

2. dbra. DNF-Gg globulin A frakcio
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3. dbra. ENF-GR globulin B frakcié

4. dbra. DNF-Gq globulin C frakcid



5. dra. DNF gliadin frakcid

6. abra. DN F-globulin frakci6



tumot kell felvinni, hogy a legkisebb mennyiségben jelenlevé DNF-aminosavak
is kimutathatok legyenek.) A 2 ml-nyi metanolos oldathol félmikropipettaval
0,2 ml-t cseppentettem fel. Raszaritas utan a vékonyréteglemezt az el6re elkészi-
tett toluolos rendszert tartalmazoé (ivegkadba helyeztem. Amikor futtatdszer
a lemez fels6 széléhez kb. 1 cm-re ért, akkor a lemezt kiemeltem a kadboél és
meleglevegds ventillacioval megszaritottam. Igen fontos a teljes széritas, mert
kiilnben a masodik irdnyban torténé futtatast zavarja az esetleg rétegen maradt
vegyszer. A masodik irany( futtatast a mar emlitett kloroform-benzilalkohol-
jégecet keverékében végeztem.

A toluolos rendszert legfeljebb két rovid id6kozl futtatashoz célszer(i hasz-
nalni. Keés6bb mar ,szakalas” foltokat eredmenyez. A kloroform-benzilalkolhol-
jégecet keveréket mindig frissen készitettem el. igy jol reprodukélhat6 elkulonult
foltokat kaptam. A kétirany( futtatds Osszideje 4-4,5 dra volt. A killonboz6
DNF-fehérjefrakciok éteroldhatd N-terminalis DNF-aminosavainak kétdimen-
%ilc’)sﬁkr,ct))m?togréfiéval tortént elvalasztasat az aldbbi felvételeken lathatjuk

-6 &bra).

5.4 A vizoldhatt DNF aminosavak elvalasztasa

Az el6z6 vizsgalathoz hasonlé médon elGkészitett vékonyrétegre a 2 ml-nyi
desztillalt vizes oldatbol ugyancsak 0,2 ml-t cseppentettem fel. Raszaritas utan
a n-butanol 25%-0s ammoniaoldat keverékébe helyeztem a lemezt és felszallo
kromatografalast végeztem. A felszall6 kromatografalds ideje itt lényegesen
hosszabb (5 6ra) volt. A vizoldhatdé DNF-aminosavak egyszeri futtatassal nem
valaszthatok jol szét. Ezért ismételt futtatast probaltam alkalmazni és alkalma-
zasa eredményes volt. Kétszeri futtatas igen jo elvalast eredményezett. A vizes
fazishol térténd futtatds jellegzetes képét a 7. abran lathatjuk.

7. &bra. Vizoldhaté DNF-aminosavak.
Valamennyi fehérje frakciobol
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6. Az eredmények értékelése

A vékonyrétegkromatografiaval kapott &brékat szemlélve megéllapithato,
hogy az éteroldhatdé DNF-aminsoavak kozil a DNF-aszparaginsavat, a DNF-
glutaminsavat, DNF szerint, a DNF treonint, a DNF glikokolt, a DNF-alanint,
a DNF-valint, a DNF-leucint, a DNF-fenilalanint sikerilt kimutatni, mint N-
terminélis aminosavat. A vizes fazisb6l kimutatott DNF-aminosavak kozil csak
a di-DNF-hisztidin bizonyult N-termindlis aminosavnak (az e-DNF-lizin és
a-DNF-hisztidin lanckdzi aminosav).

Valamennyi fehérjefrakcioban sikeriilt kimutatni 10 aminosavat, melyek
N-terminalis aminosavak. Ez az eredmény igen érdekes, hiszen azt mutatja,
hogy végcsoportok tekinteteben minGségi azonossag van a kiilonbdz6 eddig el-
valasztott buzafehérje frakciok kozott. Az oldhatosagban mutatkozo kiilonbsé-
gek valdszinlileg igy a polipeptid-lancok természetére (hosszusag, elagazasok,
oldallancok stb.) vezethet6k majd vissza. Hiszen & kromatogramok ratekintésre
is elarulnak, hogy a kvalitativ azonossag mellett az N-terminalisok mennyiségei
frakcionként mar eltérnek. Erre vonatkozo mennyiségi vizsgalatokat folytatunk.

A vékonyrétegkromatografias vizsgalat igazolta azt az elképzelést, mely
szerint az irodalmi adatokban eddig meglevé nagy eltérések, a végcsoport amino-
savak szama és min@sege tekintetében, az azonositasi technika fogyatékossagara
vezethet6k vissza. Ahhoz ui., hogy a legkisebb mennyiségben jelenlevd DNF-
aminosavat biztonsaggal ki tudjuk mutatni, legalabb 20 mg DFN-fehérjébdl
szarmazo éter oldhatd DNF-aminosavat kell felcseppenteni. Papirkromatogra-
fidnal ez szinte megoldhatatlan feladatot jelent, mig a vékonyretegkromatogra-
fiaban nincs akadalya. Ezutdn mar érthetd, hogy a vekonyretegkromatografid-
val kimutatott glikokol és fenilalanin miért nem szerepelt a papirkromatografias
vizsgalat eredmenyei kozott. Természetesen ezenkivul legalabb ilyen jelentds
tény, hogy a DNF-aminosavak elvalasi élessége vékonyrétegen Osszehasonlit-
hatatlanul jobb, mint papiron.

A Kilonb6z6 bazakbol szarmazo fehérjefrakciok N-terminalis aminosavai-
nak tovabbi mlnose%l vizsgélata mellett mennyiségi vizsgalatok is folynak, mely
eredményekrdl késobbi kdzleményben szamolok be.
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OTAENEHWVE N ONPEAENEHWNE H-TEPMUHAJIbHbBIX (AH®P) AMWHO
KNCNOT MWEHWYHBLIX BE/TKOB MOMOLUBKO TOHKOC/TOMHOW XPO-
MATOIPADUN

#. Bapra
ABTOp uccnefoBan H-TepMyHanbHbIE aMUHOKMCIOTLI (hpakumii  anbbyMuHa,
rnobynuHa A, b, L, ravagnHa v rayTeHWHa TOProBoil wy«w BJ1- 55 nonyuen-

HbIX NO NpuHUMny OcbopH3, Kunsensa u MeHve, 3ngepa nomowpto 2,4 AUHATPO-
thnroopbeHsonbHOro metoga CaHrepa. B admpe pacTBopuMble M BOAOPacTBOpY-
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Mble AH® - amvHOKMCNOTLI OTAensan Ha TOHKOM cnoe I Kusenra v npoussen
UAEHTUDMNKALMIO.

OtfgeneHne npomssen B admpe pacTBOpUMbIX [H®-aMUHOKWNCNOT M0 ABYX-
MEpHOV BOCXOZALLEN TeXHWKe. B NepBoM HampasfieHNn MNPUMEHAN TonyonsHyto
CUCTEMY, B AADYTOM HANpaBieHnn NpUMEHs/ B CMECU X/I0POOpM - GeH3MNanko-
rofb - NeAsaHOYCKCYCHOM KWCNOTbI.

B cmecn H-GytaHona m 25%-HOro pacTeopa amMOHMSI MPOW3BEN HABOAKY
BOLOPacTBOPUMbIX AH® - aMWHOKUCIOTbI OAHOHANPaBNEHHON BOCXOAALLEN
TEXHWKOI NPOU3BEST NOBTOPHYHO HABOAKY.

Bo Bcex 6enkoBbIX (pakuuax obHapyxun KO H - TepMMHaNbHbIX aMWUHO-
KUCMOT. OTW aMWUHOKWUCNOTbI MO KayeCcTBY WAEHTWUYHbI, HO XpoMaTorpammbl Mo
B3rnagy CBUETENbCTBYIOT yXe O TOM, YTO KO/MYECTBEHHbIE Pa3HWULIbl UMEHTCA
MeXly aMUHOKMCNOTaMW OfMHOYHbIX 6ENIKOBbIX (hpakLmiA.

O6Hapy>eHHble 10 aMMHOKWCNOTBI CriedytoLime: 13 aupHoii hasbl acnepru-
HOBYtO Kucnoty, NMTaMUHOBYH kucnoty, CEPUH, TDEOHWH, T/TOKOKON, aflaHUH,
(heHWNanaHwH, BafuH W N3YLWH, U3 BOAAHONM (asbl MMCTUAMH.

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG
UND BESTIMMUNG DER N-TERMINALEN (DNF)-AMINOSAUREN
VON WEIZENEIWEISSSTOFFEN

J. Varga

Verfasser prifte die N-terminalen Aminosiuren von aus Handelsmehl
BL-55 nach Oshorne bzw. Quensel und Pence, Eider dargestellten Albumin,
Globulin, A, B, C, Gliadin- und Gluteninfraktionen mit der 2,4- Dinitrofluor-
benzolmethode Séngers. Er trennte und identifizierte die ather- und wasser-
l6slichen DNF-Aminoséuren auf einer Dunnschicht Kieselgel G.

Die atherldslichen DNF-Aminosduren wurden vermittels einer aufsteigen-
den, zweidimensionalen Technik voneinander getrennt. In der ersten Richtung
wurde mit dem Toluolsystem, in der zweiten mit einer Mischung von Chloroform-
Benzylalkohol-Eisessig chromatographiert. Die wasserloslichen DNF-Amino-
sauren liefen in dem System n-Butanol-25% Ammonialésung. Es wurde auf-
steigende Technik angewendet, wiederholtes Laufen in einer einzigen Richtung.

Verfasser wies in allen Einweissfraktionen 10 N-terminale Aminosduren
nach. Diese Aminoséuren sind qualitativ identisch, doch verraten die Chroma-
togramme selbst durch blosse Besichtigung, dass unter den Aminosauren der
einzelnen Eiweissfraktionen quantitative Unterschiede bestehen.

Die 10 nachgewiesenen Aminosduren sind die folgenden: Aus der atherischen
Phase wurden Asparaginsdure, Glutaminsdure, Serin, Threonin, Glykokoll,
Alanin, Phenylalanin, Valin und Leucin, aus der wasserigen Phase Histidin
nachgeW|esen

SEPARATION AND DETERMINATION OF N-TERMINAL (DNF)
AMINOACIDS OF WHEAT PROTEINS BY THIN-LAYER
CHROMATOGRAPHY

J. Varga
The 2,4-dinitrofluorobenzene method suggested by Sanger has been apEIied
for the |nvest|gat|on of N-terminal aminoacids of the albumin, globulin A ,
gliadin and glutenin fractions obtained from commercial BL 55 wheat flour by
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the method of Osborne, further of Quensel and Pence, Elder, respectively.
The ether-soluble and water-soluble DNF amino-acids were separated with the
aid of a thin-layer of Kieselgel G, and subsequently identified.

The sef)aration of ether-soluble DNF aminoacids was carried out by a two-
dimensional ascending technique. In one dimension, a toluene system while in
the other dimension a system of chloroform-benzyl alcohol-glacial acetic acid
was applied for chromatography. Water-soluble DNF aminoacids, in turn, were
allowed to run in a system of n-butanol and 25 per cent ammonia. A one-dimen-
sional repeated running was applied by the ascending technique.

Ten N-terminal aminoacids were detected in all protein fractions. Though
these aminoacids proved to be identical from a qualitative aspect, the chroma-
tograms showed at the first glance quantitative differences in the aminoacid
composition of the single protein fractions.

The ten detected aminoacids were as follows. From the ethereal phase
aspartic acid, glutamic acid, serine, threonine, glycine, alanine, phenylalanine,
valine and Ieucme while from the aqueous phase histidine were detected.

SEPARATION ET DOSAGE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE
MINCE DES PROTEINES DU BLE

J. Varga

L’auteur a examiné avec la méthode de Sanger au 2,4-dinitrofluorobenzine
les aminoacides N-terminaux de I’albumine, de la globuline A, B, C, de la gliadine
et de la gluténine obtenus & partir de la farine B L 55 du commerce par la mét-
hode de Osborne, et respectivement, de Quensel et Pence et de Elder. Il a séparé
et identifié sur une couche mince de gel silicique les aminoacides D N F solubles
a I’éther et & lean. Il a résolu la séparation des aminoacides D N F solubles &
I’¢ther par une technique ascendante & deux dimensions. Dans la_premiere di-
mension il a employé la méthode au toluol, dans la deuxiéme direction il a chro-
matographié dans un mélange de chloroforme - alcool benzylique - acide
acéetique glacial. 11 a fait courir dans un mélange de n-butanol solution amonia-
cele & 25% les aminoacides D N F solubles & I’'eau. 1l a employé une technique
ascendante & une direction avec répétition.

a démontré dans chaque fraction de protéines 10 sortes d’aminoacides
N-terminaux. Ces aminoacides sont |dent|ques qualitativement, mais les chro-
matogrammes indiquent déja & la vue qu’il y a des différences quantitatives
entre les amino-acides des diverses fractions de protéines.

Les dix aminoacides démontrés sont: dans la phase & I’éther acide asparagi-
que, acide glutamique, sérine, thréonine, glycocolle, alanine, phenylalanine,
valine et leucine, dans la phase aqueuse Thistidine.



