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gelangen kann. Unter tliesen trmstainden ist die beobachtete Wirkungs- 
konstante natiirlich recht klein uncl betragt der GroBenordnuxig nach: 

Bei Zuxiahme der Katalysatorkonzentration wird auch in diesem Falle zuuachst 
eine Zunahme und dann eine rasche Abnahme der maximalen Helligkeit 
der Luminescenz beobachtet, also ist auch dieser EinfluB qualitativ genau 
so wie bei der Verwendung der anderen Katalysatoren. 

Die hier benutzte Versuchsmethode wurde schon in den friiheren Mit- 
teilungen beschrieben. Die Luniinolkonzentration hetrug bei allen Versucheii 
dieser Arbeit 8 x lo-* Mol/Z. Die Versuche iiber die Inhibitorwirkung wurdeii 
iinmer bei den optinialen Animoniak- und Katalysatorkonzentrationen vor- 
genommen. Als maximale Helligkeit der Lumitiescenz - ,in relativen Ein- 
heiten - bezeichnen wir den grogten beobachteten Ausschlag des Galvano- 
meters beini betreffenden Versuch ; dieser kouute gewohnlich unmittelbar 
nach dem ZusammengieBen der Reaktionsgeniische abgelesen werden. Alu 
Anfangshelligkeit, die zum Vergleich mit den friiheren Versuchen diente, 
nurde die Helligkeit nach 20 Sek. Reaktionszeit - wieder relativ in Gal- 
vanonieteraussclilageii - genonimexi. - Die bexiutzten Katalysatoren waren 
einfache Kahlbaum-Praparate .  Die Liisungen des RuCI, muf3ten ofter 
frisch bereitet werden, da gealterte Losungen, die hydrolytischen Verande- 
riingen unterliegen, eine wesentlich geringere katalytische Wirkung zeigten. 

Hrn. Prof. Dr. J. P lo tn ikon-  danken wir fiir die Lnterstiitzung diescr 
Xrbtit niit Jfittelxi des Instituts. 

___ ..- ~ ~ _ _ _ _ _ _  -. ~. 

( ; I I I~ ;VOSO, ;  = 3 x 103 .  

l)  (;. Scli rointn 11. 11. M i i l l e r ,  Satitrwiss. 28, 223 il940j.  
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S ilzsiiiirc tiir 1::ihiyk:it erlun:t, selcktiv die saureii Anii:iosiiur?n (C;lutaniinsiiure, (Jxy- 
gliitnniiiisiiure untl .-\spnrnginsiiure) sowie das Cystiii zu adsorhiercn. .-\us dieseni (;:- 

iiiiscli der :itlsorliiert~cii .ltiiinosiiurcii kann tlas Cystin niit scli\\,efcl\\.asserstoffhalti~ciii 
\V:isscr fiir sich cluit.rt wrtlen4)).  1:. T u r b a  und JI. K i c l ~ t e r ~ )  Ean(len ( lann,  daO a~icl i  
cine wcitcrc c.hr[)iii;itogr;il,hiscIic Trtmniing yon Glutaniinshurc und .-\sp"ragitisii~;i'~. 
in der r~ lun i i i i i iu ino l~ (1s~ i~ i Ie  tiiijglicli ist.  Iciiie All)trenniiiig der lxisisclicn riniinosiiurcii 
ist n:ich I(. I t r c u d e i i  b e r g 6 )  auch durcli Adsorption mi saiirc .lust:iusclicr auf  Kunist- 
Iiarzbnsis (\Vofatit K ,  K S  ui:(l .I) iiiijxlich. IXese orgmiisclieii .klsorbenzien hnlteti 7.1- 

niichst sliiiitliclie .liiiinosiiurcn zuriick. Ilurch Elution mit  I'yridin geliiigt es aber ,  X I I C  
Aiiiinosiiurcii :iu13 ' r  den 1)cisisclicti z ~ i  eluicren, Yon deni bas i schm Austaiischcr b'ofatit 31 
wcrden liiri,y<gcn niir die s;iiit'cn .lniinosiiurcn festgelialtcn, I'ineii neuartigen \Vex tl 1- 

hdsorptiotis;ui;il!.s~. bcschritt -1. ' I ' iselius7). I'r lieB (lag (>:nliscli vcrschietlcncr .liiiii!o- 

siiuren \-ox iii1tc.n ii;,.ch oliei~ durcli eine kurze Siiule von Aktivkohlc strijiiicn. l k r  I h r c l i -  
t r i t t  tlcr c.i:iz,:lnen .liniimsiiiiren wirtl Iiicrbei entsprechentl ihrcr AtlsorBierbcirkeit Y C I . -  

zogert, so (la13 in (1 *r I'liissigk*,itssiiule oberhalb der .4ktivkolile cine den vorhantleiic,ii 
r\niinosiiureti ciitspr' clicnclr %ah1 voii (;renzzoncn auftri t t ,  die niit Hilfe der Tijppierschc,!i 
Schlicre~~inctliotlc siclitlxir xeiiiaclit wcrtlen kijinien. Aus der Annlyse tles Konzeii- 
trations~ratl ieii t-n i n  tli.tsen (:reuzzo:ic.n kann nach bekannt*xi rcfrnktoiiietrisclicii Yc.1- 

n I-iiistiint1c.n auch tlie Konzentrntion t1t.r ciiizelncn ~\niii:t~s:iurvii 
I)estiiniiit wLmleti 

1's E ,lingt soiiiit ,  aiif vi.rsc!ii..(l 
von clen t.Irktrisch iic.iitr;il,:n ZII trcniicii . 

(lit. s ~ ~ i r t ' i i  l ) z w .  1 )  isisclicii .11iii.:(1. 

LVir halien i i i i i i  versucht, nuch die neutralen Aininnsiiureii Tmieinantlcr 
chrotiintogi-apliiseli ZII trenneii. LTiiserer :\rheitsrichtung cntsprecheiitl ist 
nns nri ciiier sichereii iii i 1.: r oaiia 1 y t i sc  h e  n M e t  11 o d e  gelegen, tliv gestattet . 
die einzelnen Aininosaureii in Mengen yon einigen ~1illigraninie;i sicher ZLI 

hestiinnirn. \\ 'em es auch kauni geliiigen wird, jede Xmitiosiiure tlurcli 
Chroiiiatographie einzelii ZLI isolieren, so 1)edeutet docli bereits cine sichere 
I rennung iii I)estixiinite (;ruppen einen groWkn \'orteiI. I)ie Restiiiiniuiig 
der Aiiiitiosiiuren innerhalli tlicser (iruppen gewinnt ivesentlicli 311 Sicherheit 
gegeniilwr tler Restininiung in1 Gesanitli?-tlrol?.sat, (la die %ah1 der IJV- 
gleiteiiden Xmiiiosiiureii 1,eschriinkt ist und diese ilirer Ar t  nach 1)ekaiint 
sind. ;IuWerdein stehcii fiir die I~inzrll~estii~iiiiullgsmetliotlrii \vcse?itlich 
,qriil3ere Substanzniergen ziir \*erfiigui:r: nls \ v e i n  die BestiInllltliig i!i xli- 
ciuoten Teilen tles (:es;initli?-tlrol?-~ntcs el-folgen iiiull,. Hei iuiserer 1 .liter- 
StIchuiig liclkn wir tins ivciterliin voii cleni Griiiidsntz Iciteii, tlen :\niii:o- 
saurestickstoff niijglichst ii:ich der Mikro- I< j ~ : Ida I i l - l I e thod t  z ~ i  bc4niiiicii.  
(la (lies die exnkteste lIethode xiir sch..:ellei! 13cstinimui;g kleiiier S-lIengeii 
ist. IXe Genauigkeit tlieses \-erfahi-ens niacht allerdings eiiie sorgfiiltigv 
I'riifuiig d l e r  1miiitztc:i Kengciizien iiotn.entlig. 

A in i n o  - 
. saure i i  gelnrig 1111s (lurch -3 \'erfahreii, 1 )  ( l ie A d s o r p t i o n  a n  A k t i \ . -  
k o h l e  untl 2) tlie . i t l so rp t  i n n  at1 -L\liiiiiiiiiiiiiiogT.cl i n  Crcgeii\vnrt 
v on 1:or ii i  a 1 tl eh ?(I.  

,, 

IXe cli r on1 a t o g r  a p h  i sch e '1' r e  t i  IIII ii g d e r lieu t r a l e  n 

1 )  1)ie : i d s o r p t i o n  n i i  . l k t i \ . k o h l e  
E s  ist l x k a i i i i t ,  tlnli die ;\tlsorl)ierl)nrkeit tler eiiizeliieii Aiiiiiiosaureii 

a n  .lktivkohle selir iwschicden ist (1;. -11) tl e I- h n 1 d e n  uncl -4. 1:od o r  *) ,  
. . . . 

' j  T!I. lVicI:ii!(l, I:. 73 ,  1001 1042:. j) I < .  7.1, .X') I'J42j. 
';; S.:turwiss. 30, S i  ' IO42'. 
;) :Ilk, Keiiii, lIi!ivr:il. C c ~ ) l .  14 13, S r .  3 2 :  15 I;,  Sr. ( I ,  

") I::rincntforsch. 2. i - t ,  1 i l  [lOt!)?, 
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'1'. I t o 9 )  urid 13. IXegeleinlo)). Hiernach geht die =Idsorption etwa iiiit 
tler LBnge tler Kohlenstoffkette der Aniinosauren parallel. Aher auch struk- 
turelle I!iiterschiede nvischen Isomeren bewirken cleutliche Differenzen in 
cler Haftfestigkeit. 1-on l ' iselius7) n w d e  die Adsorhierharkeit der Aniii:o- 
5auren quantitativ tlurch die 1-erzogerung bestimint, die diese heim Durch- 
tr i t t  durch eiiie Kohleschicht erleiden. Das I;lussigkeitsvoltinien, das znischen 
tleiii Jfeniscm tlrs Lijsungslnittels und der Grenzzone der Ahiinosaure liegt, 
ivirtl yon ihni als , ,\~erz6gerungsvoIuiiien" bezeichnet. lheses ist also uiii 

so griilkr, je hiiher tler .\dsorptionskoeffizient tler Suhstanz ist. I )en JIessungeii 
yon Ti  se  1 i 11 s sind die folgenden \Verte tler spezifischen \7erz6gerungs- 
\-oluniii:a fiir die nach Ahtrennung der sauren untl basischen =\niinosatircii 
~er1)Iiebenen neutralen -1itiil:osiiiureii entiioiiiiiien : 

Trwwing ,ic.wif mkr .-I i ) i  i ? L n . s i i w . c ' i L  rl trwh ( ' / I  ~ ~ o ~ ~ ~ r i t o q r ~ t r p h  i e .  
~~ ~~~~~ -. . ~ . 

1 
~ Spezif. 
I \.crzii~:eruiigsl.[iluiii~ii 

.iiiiinosiure 3lctlitt 111 

(;lykok(lll. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ! 0 . 1  - / , / .  S i I C I  I 1  

.Ila in . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  l l . l - / / / .  S:;CI 0 . 3  
Oxyproliii . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 . 1  - / / I .  S; tCI  1 . ( J  
I'rolin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O . l - / / , .  h-zC*l 2 . 5  
\::din . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.1 - / / I .  S..CI 3.2 
I,.:uciii . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O . I - / / / .  SilCI f 7 . 7  
Isolwcin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O , I - f / l .  sac1 0 .2  
l ' l i t~nylalai  ill . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 . 1  - f / / .  S:1CI 02.5 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O . l - / / I .  sac1 i O . . i  I rylitophaii ,. 

Hiertlach sintl also die I~nterschiede in1 .~tlcorI)tions\erhalten tler 
c~ir!zcli:eii a1il)hatischen Alniinosiiurcn \-erlialtnisiiial~ig gering, jetloch l~estelit 
znischeii tlieseii uiid tlen aroniatische~i Alniinosaurert eine sehr erhebliclie 
I )iffc.reiiz. 13s erschieii daher a~issichtsreich, eirie qmntitati\.c chromato- 
gaphische 'l'renniing tler aroniatischeli -Xiiiiiios$uren yo11 den alipliatischeii 
%ti versucheii. Es zeigte sich, dall, dies in der Tat auf einfache \\'eke ui:tl 
niit g r o k r  t:eiiauigkeit inijglich ist. 

\Vir 1,eiiutzten fiir  inisere lTersiiche .~dsorptioiisriihrchen der iihlichcii 
1;oriii. Die abtropfentle J,6sung wurde in eiiizelnen Fraktionen aufgefangcii 
u d  in diesen tler ~ ~ ~ n i n o ~ ~ u r e g e l i a l t  nach rler Xikro - K j el da  h 1 -3Iethotlc 
1)c.stininit. Rei der gewiihnlichen, feinlmlvrigen ,Iktivkohle, z. B. Carl)() 
aktiv. (Sc h e  r i ng) otler C:irbo animalis (JIerc  k )  ist die 1)urchfluDge.ch~~i~:- 
tligkeit sehr gering, so dall die -\nalyse sehr langwierig wird. IVir verivandtcri 
tlaher statt  dessen die granulierte Alktivkohle (Scher ing) ,  die ivir durcli 
l'ulverisieren uiid Siehen auf eine geeignetc KorngroIJe hrachteii. Trot-z 
des griiheren Korns sind hiervon nur verhaltnisniiiDig geringe Xiengen ( 2  2 )  
fiir die 1)urclifiihrung der Xdsorptionsanalyse iiotwendig. Bei eirier hierau-; 
sich ergebentlen Schiclithdhe von 4 cin flieWeii ohne Saugen 50 ccin 1:liissigkcit 
i;i etwa 2 - -3  Stcln. durcli die %tile. 1'or der I)urchfiihrurig dcr -1nalysc 

~. 

!'i C. l%ii 1 1 .  30(1o; C .  I!+:{? 11. 2 ~ 1 . 3 ;  C .  l!l:l6 I T ,  ( 1 - ~ ,  

l o )  Hior!!& 111. ZtGcilt-. i J ? .  +'I3 i l (J23j .  
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tvurde die Kohle mit Essigsaure ausgekocht, uni geringe Xlengen stickstoff- 
haltiger Substanzen zu entfernen. Weiterhin ist es notwendig, die Kohle 
nach dem Vorschlag von Tiselius7) mit Cyanid zu vergiften, da sonst 
nierkliche Storungen durch Oxydation der Aminosauren auftreten. Nach 
dem Einfiillen in das Adsorptionsrohrchen wird die Kohlesaule mit 5-proz. 
Essigsaure durchgespiilt, um die Adsorptionsfahigkeit der Kohle auf eiri 
hrauchbares MaB herabzusetzen. Ohne diese Vorbehandlung ist eine quan- 
titative Trennung der Aminosauren nicht moglich, da sonst stets ein gewisser 
Teil der Aminosauren hartnackig festgehalten wird, und die Elution sich so 
lange hinzieht, daB die Grenzen zwischen den aliphatischen und den aro- 
matischen Aminosauren sich verwischen. Diese Verhaltnisse werden besonders 
deutlich durch die in Tafel 2 zusammengefafiten Versuche wiedergegeberi. 

Tafel 2 .  

E i n  f l u  l3 d e r V o r be h a ii d l u  n g in i t E s sig s aiu r e a u f d i c A d s o r p t i o n  n n A k t i v ko h 1 e . 
Versuchsbedingungen : 2 g Kohle mit  KCX vergiftct. Die AminosPuren kainen in dru 
i-ersuchen 1-3 in walk.  Losung, in Versuch 4 in 5-proz. Essigsaure zur Adsorptioii. 

i 
I 
l i  

j 
1.130 ~ 1 . 2 7 1  / - - ~ - 1 1  

I I 

2.021 I .?.U.i1 i - 1 i 
! 

*) 1x11 Hiriblick :ruf c1t.n spiitereii \'t.rwc.iitlunXszl~cck wird bei diescii untl all . . 
iiaclifolgenden Versucheri (lit. 3lengr tlcr Aiiiinosiurcii stets i n  nig N anxegeben, \I 
I)ei l3iweiWatialysen wegen tlcr Unbestimnitheit tles Trockengewichtes das Verliiilt i.; 
Aminosiiure-N i (::.snnitproteiri-S b s s e r  definiert ist :ils tlas Vcrliiiltiiis g Aniiiirs- 
ndurc / g ICiweiW. 

Hiernach konnen aus der nicht rnit Essigssure vorbehandelteii Aktiv- 
kohle init 200 ccm Wasser niir 90 "/; der aliphatischen Aniinosauren aus- 
gewaschen werden. Auch init 5-proz. Essigsaure ist die Elution nicht quan- 
titativ und zieht sich sehr lange hin. Nach \'orbehandlung mit Essigsaure 
wird dagegen auch die am starksten adsorbierte aliphatische Aminosaure, 
das Isoleucin, niit 50 ccni 5-proz. Essigsgure quantitativ eluiert. 
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Nachdem sich die Essigsaure als geeignetes Elutionsmittel fur die ali- 
phatischen Aminosauren erwiesen hatte, wurde das Verhalten der einzelnen 
.\minosauren unter diesen Elutionsbedingungen gepruft (’rafel 3).  

Tafel 3. 
\.e r 11 a 1 t e n  d c r e i n z e In en  A nii n o s iiu r en  h e  i d e r -Id sor  p t i o n  a 11 .I k t i v k o h 1 c . 

\-ersuchshedin~ingen : 2 g Kohle niit 20-proz. Essigsiiure ausgekocht, niit KCN vergiftrt 
und tnit 50 ccni 5-proz. Essigsaure vor der 4dsorption gespiilt. Die Atninosiiuren kanien 

in 2--.5 ccm 5-proz. Essigsiiureloisung zur Adsorption. 

. I r t  
der 

.h i inns  iiiire 

1 ;lykc)koll . , . , , . 
.I1 itniti . . . . . . . . .  
> ‘rin . . . . . . . . . .  
I’rolin . . . . . . . . .  
3lcthioi;in . . . . . .  
\-a1 in . . . . . . . . .  
I, .ucin . . . . . . . . .  
Isoleurin . . . . . . .  
1’li~nyI:il:ii~iii . . .  
1 ?rosin , . . . . . . .  
1 ryptophan . . . .  

. .  

,. 
.. 

mg init 5 % 
l\Iengc* 1:ssigsiiurc eluiert 

in 
nig K 1 .  Ellint 

(50 ccm) 

1.290 
1.672 
0.960 
1.110 
O.Y.56 
1.11s 
0.091 
0.390 
1.1.56 

I.-’SS 
1 .6.+ 
0.062 
1.120 
0.s40 
1.122 
0.00 
0.00 

0.00 *) 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.058 
0.018 

0.00 0.00 

101 
100..5 
99.4 
98.9 

100 
100.9 
0s.  s 
100.3 

0.0 
0 .0  
0.0 

*) IIir iiocli sicher nachw:islxirc N-JI : I I !~  hetriipt 1):i unsercr \‘rrsuclis;inordiiiig 
h.OO.5 nig N. 

Es zeigte sich, da13 samtliche aliphatischen Aminosauren mit 50 ccm 
Essigsaiure vollstandig eluiert werden, wahrend die aromatischen amino- 
siiuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan auch nicht spurenweise 
nusgewaschen werden. Iliese werden so fest adsorbiert, dalJ sie auch hei 
weiterer Elution mit I-higsaure gar nicht bzw. nur in geringer Menge eluiert 
werden . Daniit ist unter diesen Versuchsbedingungen eine sichere Trennung 
dieser beiden Cruppen von Aminosauren gewahrleistet. Die Hochstnienge 
der unter den \‘ersuclisbedingungen noch sicher adsorbierten aromatischen 
Aminosauren betragt etwa 2 mg Aminosaure-N (s. Versuchsteil) . Falls also 
in einer unbekannten Losung dieser Wert erreicht wird, ist es zweckniaI3ig. 
(Ins Eluat nochmals auf einer neuen Kohlesaule zu trennen. 

Die Elution der adsorbierten aromatischen Aminosauren bereitete 
zunachst groBe Schwierigkeiten. Es wurden 11. a. folgende stickstoffreie 
I<lutionsmittel gepruft : 0.5-n.  Kalilauge, oerd. Butylalkohol und Athyl- 
alkohol, alkohol. Salzsaure und alkohol. Natronlauge, alkalische und satire 
I’henollosungen, Essigsaure in verschiedenen Konzentrationen teils in der 
Warme, teils in der Kalte. Die Ergebnisse einiger dieser Versuche sind in 
Tafel 4 zusanimengefaBt. 

Von den 3 aromatischen Aminosauren ist Phenylalanin, wie nach Tafel I 
ZII erwarten ist, am leichtesten zu eluieren. So k a m  dieses z. B. mit heiSer, 
20-proz. Essigsaure mit befriedigender Alusheute ausgewaschen werden, 
ivnhrend Tyrosin und Tryptophan hierbei teilweise haften bleiben. Eine 
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T n k l  4 

. . . . . . . . . . . . . .  . . . . .  . _ _  ....... 

Y e  r su cli e zi ir  B l u  t i  011 d c r a r  o 111 a t  i s ch  e n  A 111 i 11 o s  i i u  r cii  . 
1.0 I 1  s t iin (1 i g k e i t d e r 1'1 u t i 0x1 i 11 P r o  z e n t tl e r a tl s o r b  i e r t e 11 11 c. 11 g c . 

1OO-proz. Klutiori der aroniatischen Aniinoshuren gelingt niit essigsaurer 
Phenolliisung h i ,  %inixiierteniperatur. Welches der Klutionsniittel deli 

1-orzug verdient, richtet sick nach d e r  weitereii Restimniung der aromatischen 
Xniinosiiiuren. l)a bei der sauren Hydrolyse der EiweiUstoffe &is Trytopl ia i i  
vollstandig und das Tyrosin teilweise zerstijrt wird, kiinnen diese Aniiiio- 
siiiiren in dein sauren I-Iydrolysat nicht liestininit werden. l<s geniigt daiier, 
i n  dieseni Valle allein das Plienylalanin quantitativ init 20-proz. Esigsiiure 
in der \Vhrnie zii eluieren und dieses dann colorimetrisch nach der zi!\w- 
lassigen Xethode von K a p e l l e r -  Adler") ZII bestininien. Die Essigsiiurc 
ist leiclit zu entfernen iuid stort daher diese Farbreaktionen nicht. l~a l l s  
der Gesanitstickstoff tlcr aroniatischen Alniinosaiiren hestininit werclen soll, 
wird man die Elution zweckrnafiig init 5 96 Phenol in 20-proz. Essigshurtt 
h i  Zimmertemperatiir durchfiihren. Diese Stoffe stiiren hei der Mikro- 
Iij e l d a h l -  Bestinimung nicht, da sic heim Eindaiiipfen der 1,iisung i n i  
AufschluBkolben ohne Schawiien und ohlie iieiinenswerte Zersetzung ver- 
dampfen. Als Beleg fiir die Brauchbarkeit des Treiinuiigsvcrfahreiis ist 
in 'I'afel 5 eiii 'I'reniiungsversucli mit eineni Genliscli aliphatischer und nro- 
niatisclier Aniinosiiiiren wiedergegeben. 

I'orliiiufige Versiiche ergahen, da13 aucli tlic in dem vorliegenden %u- 
snninienhang nicht heriicksiclitigteil sauren und hasischen Xminosiiureii 
sowie das Cystin tinter den gleichen Bedinguiigen von den aroniatisclicn 
.lniinosiiuren qiiaiititativ abgetrennt werden. 

Bei der Kohleadsorption hanclelt es sich nnch d2i- Systeniatik der -\(I- 
sorptionserscheinuiigen von Al ichae l i s  und Iiona12) uni eine apolare 
Adsorption, da die Adsorbierbarkeit von den1 1-orliegen elektrischer Ladungen 
in den adsorbierten Stoffen unabliangig ist. Sie wird jedoch clurch konsti- 
t l.itionelle Eigenschaften stark 1)eeinfluQt. Die Elutionsversuche zeigen, daIJ 
Tyrosin vie1 fester adsorbiert n i rd  als I'henylnlanin ; durch den Eiiitritt 
tler plienolischen Hydroxylgruppe wird also die an sich schon grolle Haft- 
festigkeit der aromatischen Aniinosiiuren iveiter verstiirkt. Fur  die ver- 
stiirkte Bindung an die Kohle ist die undissoziicrte I-Iydroxylgruppe ver- 
aiitwortlich zu iiiaclien, t1e:in es zeigte sich, tlal3 Tyrosin in n1i;alisclier I,ijsiing 
. . - - . - 

' 1 1  Hi.ir.i~ i i i .  ZL<CI;I.. 5 2 ,  18(1 , 19.31,. 
' I ? ]  1 ' '  ~ i o c l l c ~ l k i .  %tscl:r. I t ) ? ,  2 f ) S  i I ~ J 2 0 ~ , ,  



'I'afel 5 

1 r eii ii 11 i i  g d e r n r 0111 n t i s ch e n  yo11 t l  e n  :I l i  p l i  ;i t i  sc h e n  A iii i n  o s i i i  r c , i i .  

:ifel 3 .  Ziisaiiiiiiciisc tziir!g dcr - ~ i i i i t i o s ~ i i r e n i r i i s c l i u n g  : -4 liplia - 
t i s c h c  : Isolcuciii (0.117 iiix S) ,  1,cuciii (U.357 111g S) ,  >IctIiioliin (11.386 mg Xi, \ - i i l i i i  

(I).-&-! iiig S) ,  Serin (0..5.5 111:: X) ;  ( ~ c s a i i i t - ~ ~ l i p h ~ t .  = 2.192 iiig. -1roniat ischc : 1'Iier;yl- 
aI : i i*i i i  iO.3rC6 nip S ) .  'ryrosiii (n.300 iiig 9). Tryptop1i:in jO..iiS iiig Si. ~~cs;i i i~t-S, , , , , , ,~,  

, \  

:: 1.354 lug. 
.- - ._ ~ ~ . .  . 

1 .llipIiat. hniiiosiiur(m, . i ro imt .  Aiiiiiios:ii:ren, 
eltiiert tnit j-proz.  , cluicrt i i i i t  5 % I'he~iol ii i  3 - p r o z .  

I > . . '  ,ssigsiiiire 
. ~~ -. ~~ 

Iiss igs Sure 
~ ~ ~ ~ ~ _ _ _ _ _ .  

I .  1:lu:lt 1 2. m u .  t 2 .  1;111ot 3.  1:111: t 
(2.i cciii) j (2jccii i i  ~ l ( ~ 0  cciiii (100 ccni) ( I O l t  cciiii 

lllg s . . . . . . . . . ~ L . l S L  1 0.010 1.24s  , 0.075 , ! t .030  

S l l l i l l l l ~  . . . . . . . . j 2.105 lllg &]i1>h8t.' 1 , 3 0 2  ing saro,,,:,t. 

I ) ( ,  11. ' ~ l i c o v i ~ ~  , . 1 100.3 % lIrll.s?{, 

iiiir mangelhaft adsorbiert wird. In ~bereiiistiiiiinuiiig niit den allgenieinen 
l'rfahrungen, dafi eine Adsorl)tionsl.erdr~ngung am besten mit einem Stoff 
iihrilicher Konstitution gelingt, wird das Tyrosin aus der Adsorptions- 
\.erhindung mit Kohle iiur durch undissoziiertes Phenol (saure Phenol-I,osung) 
vollstaindig verdrangt. >lit alkalischer oder neutraler Phenol-I&ung ist die 
I3ution selbst hei hohen Phenolkonzentrationen unvollstandig (Tafel 4) .  
Werden hingegen die spezifischen Haftstellen ill der Kohle vorher mit geringeii 
l'henoltnengeii abgesiittigt, so liiWt sich das 'I'yrosin ohne l'erluste init neu- 
tralen Phenol-Liisungeii iri tler Kiilte eluieren. Hiel-fiir ist in 'I'afel 6 ein 
Versuchsbeispiel gegeben. 

'rafel 6 .  
ICiii f l u  I3 d e r  V o r be11 a n  tl lu i i  g 111 i t  1'11 en  o 1 au  f (1 i e At1 so r p  t i oil s f $11 i g ke i t 

d e r  K o h l e .  
I k i  \'ersuch 1 :,.lciche Betlii!guiigen \vie in Tafel 3 aiigcgeb-11. Ilei Versuch 2 wiirtle tlic. 
Siiule zuniichst niit 5 0  cciii 5-proz. Rssigsiiure gcspiilt, dniiach iiiit 20 cciii 3-proz. I'heiio- 
l,iis~iiil: iiii(1 sclili.. JJlich init 1Vnsser so lailgc gewnscheit , Iiis die I.'erric2iloritlre:Ilctioii niif  

Phenol iicgxtiv w;ir. 

1;s liegen hier dieselben Verhiiltnisse vor wie bei den in Tafel 2 wieder- 
,qegebenen Versuchen mit den aliphatischen A4minosiiuren, bei denen eirie 
irreversible Adsorption durch eine I'orbehandluiig init einer aliphatischen 
S u r e  verhiiidert werden kanii. 

Die Vrage, wieweit durch Chroniatographie an -1ktivkohle die ali- 
phatischen Aminosaiuren untereinander getrennt werden konnen, mu13 noch 
offenbleihen. Unsere bishcrigen Versuche in dieser Richtung erbrachten 
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keine vollig befriedigenden Ergebnisse, wenn auch eine weitgehende 'I'rennuxiu, 
z. B. von Valin und den Aminosauren mit noch kleinerem Verzogerungs- 
volunien von den Leucinen unter bestimniten Bedingungen moglich ist . 
Die weitere Trennung der aliphatischen Aminosauren wird daher am bester! 
nach der ini folgenden Abschnitt beschriebenen Formaldehydinethode a!! 
der Aluminiumoxydsaule vorgenonimen . 

2) Die Adsorp t ion  der  neu t r a l en  Aminosauren  a n  Aluniiniunioxyd 
(For  niald e h ydme t h  ode).  

Von Th. Wieland3)  wurde gezeigt, daI3 Aluniiniumoxyd nnch Be- 
handlung mit Saure anionotrop wird, d. h.  die sauren Aininosauren zu atl- 
sorbieren vermag, jedoch nicht die basischen und die neutralen. Es w a r  
daher bisher nicht moglich, die neutralen Aminosauren untereinander durch 
Adsorption a n  Aluminiumoxyd zu trennen. Es ist nun bekannt, dafJ durch 
Zusatz von Formaldehyd das pb (= pR, bei dem 50 yo Dissoziation vorliegt) 
der a-Amino-Gruppe der EiweiBbausteine weitgehend in das saure Gebiet 
verschoben wird. Diese Verschiebung geht so weit, daB die Aniinogruppeii 
sich mit Phenolphthalein als Indicator (Unischlagsgebiet plr  8-10) unter 
Abgabe von H+-Ionen wie eine Saure titrieren lassen (Formoltitration nacli 
Sorensen) .  Dies brachte uns auf den Gedanken, ob nicht die neutraleii 
Xiiiinosauren in Gegenwart von Formaldehyd sich auch bei der Adsorption 
wie Sauren verhielten und auf diese Weise ihre Trennung in der anionotropen 
Aluminiumoxydsaule nioglich ware. .Die Verschiebung des pk-Wertes d.urcli 
Formaldehyd ist bei den einzelnen Aminosauren verschieden stark aus- 
gepragt. Die aus der LiteraturI3) bekannten Werte sind in Tafel 7 zusainnieri- 
gestellt. 

Tafel 7. 

V e  rsch ie bu xi g tles pk d e r CX- A tn i xi o - G r 11 p pe 
.. - . 

Glykokoll . . . . . . . . . . . .  
Scriii . . . . . . . . . . . . . . . .  
Alanin . . . . . . . . . . . . . .  
Valin . . . . . . . . . . . . . . .  
Leucin . . . . . . . . . . . . . .  
Prolix1 . . . . . . . . . . . . . . .  

9.60 
9.15 
9.68 
9.64 
9.60 

10.60 

5.92 
5.63 
6.96 
7.47 
7.10 
7.73 *) 

*) Gemesseii in 10-proz. I.'oriiialdeliyd-I,sg 

Man sieht, daB die pk-Verschiebung bei Glykokoll und Serin vie1 weiter- 
gelit als bei den anderen Aminosauren. Dies mag darauf beruhen, dalJ 
Glykokoll die einzige Verbindung dieser Gruppe ist, bei der die Aminogruppe 
a n  ein primares C-Atom gebunden ist, so da13 hier die Reaktion niit Forni- 
aldehyd gegenuber der anderen Aminosaure sterisch begiinstigt ist. Die 
Sonderstellung des Serins beruht wahrscheinlich darauf, da13 die Formaldehyd- 
Verbindung durch Bildung eines Funfringes mit der P-standigen Hydroxyl- 
gruppe stabilisiert wird. 

Baltimore 1938. 
13) C. L. A. S c h m i d t ,  The Chemistry of the Arxiirio hcids and Proteins. SpringfiLld 
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H,C---OII II,C-0 
I 7CH2 

€IC--NH, '- OCH, a II(!--X 
I 

CO2H C 0 , H  

Die I3iltlung solcher Oxazolidine wurde von I,. K n o r r  und €1. JIatthes14) 
1)ri der Einwirkung von Xldehyden auf 1-.~1iiiiio-2-o~y-T.'erbinduligen be- 
olnchtet. Es handelt sich uni leicht spaltbare Verbindungen, die in ihreiii 
1-erhalten den Aldehyd-Ammoniaken entsprechen. 

Die Adsorptions\.ersuche zeigteii n ~ i n ,  daU die einzeliicii aliphatischen 
.lniinosauren sich tatsachlich so verhielten, wie es nach ihren pk-Werten 
ZII erwarten war: Crlykokoll und Serin werden in 10-proz. oder hoherer 
I:nrmaldehyd-I,osun,a sehr fest an das anionotrope Aluminiumoxyd ad- 
sorbiert, die anderen Aniinosaiuren hingegen nicht, so daB eine quantitative 
Trennung nioglich wurde. 

I n  einer Reihe von Versuchen wurden nun die I'oraussetzungen erinittelt 
iiir die sichere Abtrenniing des Glykokolls und Serins von den iibrigen nach 
der Kohleadsorption noch vorhandenen Aniinosauren. Zunachst wurden die 
optimalen Bedingungen fur die Adsorption des Glykokolls festgestellt und 
daiiii das Verhalten der anderen Arninosauren unter denselben Bedingungen 
einzeln gepriift. Wir arbeiteten niit den gleichen Adsorptionsrohrchen wie 
bei den Versuchen niit Kohle. Als Adsorbens bewahrte sich das Aluminiuni- 
oxyd von Merck ,  das nach der Vorschrift von T h .  W i e l a n d  mit Salzsaure 
behandelt wurde und frei von stickstoffhaltigen Stoffen war. Als Standard- 
Methode benutzten wir 3 0 g dieses Aluniiniumoxyds, das in der iiblichen 
\Veise in die Rohrchen eingefullt wurde. Die Schichthohe betrug dann 10 cni- 
I )ie nicht adsorbierten Aniinosaiuren bestimmten wir wieder nach der Mikro- 
Kjeldahl-Methode; sie konnen auch direkt in der Formol-Losung niit 
Katronlauge nach S o r e n s e n  titriert werden, jedoch ist dieses I'erfahren 
weniger sicher, da das Aluminiumoxyd stets kleine Saureniengen abgibt, 
die am der \'orhehandlung rnit Salzsaure stanimen. Die adsorbierten Anteile 
ergeben sich als Differenz der eingesetzten und der durchgelaufenen Menge- 
Zur Sicherheit wurden die adsorbierten Aniinosauren stets direkt bestininit, 
iiideni wir das Adsorhat rnit 0.5-n. Kalilauge auswuschen und die K j e l d a h l -  
Bestinimung in dein Eluat durchfiihrten. 

T a f e l  8 .  

I'in f 111 13 d e r F o r  ni a It1 e h ycl -I( on zen  t r n t i 011 :ti1 f tl i c rld so r p t  i o i l  d e s  
(; 1 y ko k o l  Is. 

.Idsorbens: 10 :: Aluniiniunioxytl 1Ie rck  init HC1 vorbehandrlt. Yor cler Adsorption 
wurde die Saiile init 50 ccm tler eiitsprerlieiideii ~oriiialtlehyd-I,oisurlg gewischen ; 

I)H 7-8. 

I 1 .  I'luat 7. 1:1uat : 7; (1. :lllge\v. 

~ (25ccni )  ~ (7.5ccm) j m n g e  
i iler J,(isun:;. ~ 

~ t ng  

10-proz. . . , , . . . 0.427 0.0 0.0 ~ 0.420 9s.4 I 
i-proz.  . , . . . . . I O.(J5S 0.019 j o m  i 0.514 I 62.2 

' 4 )  H. 5.1, 345s [1901]. 



- - - ... -- 
%iisiiiiiriiensrttiitig clvr 

Spiil fliissigkeit 

l'uffcrinischiing 1.11 
CI.f,O 

1 0  o/I 9n~',,-ACrt;lt i 1 1  
Illy; wrcl. SiiOl-1 -Y .5 

Ko-.I.. 

f I'henolphthaleiii 
scliwnch rosa) I 

10 f(, nml.  SaOH : .') 
('Cli\-iird~~litlthnlriii 

dluii kelbliui) 
10 "/o nt ',,-Ilorat 0.5 

Versuclisl~:.diiiguti#~ii wir bt 
.... - ......... , 

I- _ .  
hdsorbiertcs C;lykokoll 

;\iigcwnncltcs 
1 Xvknkoll 

l l lK s 
i!iicIi Spiiliiiig tiiit 50 rimi 

n;, cicr atigcw. 
M~wge lllg s 

' 1 .I172 0.04'1 + . ( I  

11.423 0.4.31 ~13.4 

1 . I V ) I I  O.tJ.3S .iS..i 

1.072 0 . 0 2 l  . 2.1 

Isoleucin ..... 1.734 1 .fit):! 

8 .rin .......... CII,O 0.11 
t;lykokoll ..... I WSi 11 10-proz. 1 0.0 

*) l:..stiiiiiiit iiacli clrr Elritioti iiiit 0.5-tt. 

Tofcl H :I 

111% s 
2 .  I3lnat 
2.5 CClll  

- 
0.07X 
0.0 
0.01 s 
0.0SS 
0.035 
0.0 
0.0 

011. 

.klsorl)icrtt- 
JIellKr 

lllg X*)  

0.0 
I l . 0  
0.0 
0 . 0 0 ~ l  
0.010 
0.420 
0.44~1 
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1 )ie in Tafel 8 (largestellten Versuclie zeigen, daW in 1O-proz. I:oniialdehyd- 
1,iisuiig clns (;Iykokoll so fest admrhiert wird, claW es niit 50 CL'III I:ortualdehyl- 
I,iisuiig \*on1 pll 7-43 auch nicht spurenweise a.usge\vaschen wircl. Die weitere 
ISrliijhuiig dcr I~or~iiolkotizentr~tion hraclite keitie Vorteile. In 5-proz. Form- 
altlehyl-Liisuiig ist (lie Haftfestigkeit dcs Clykokolls bereits cleutlich ver- 
iniiidert. 

Fiir die sichere Aclsorptioii muW weiterhin eiii 1)estimnitcr ylr-Uereicli 
fiir die Ir6sutig eingelialteii iverden. .\us den Versiicheii (Tafel 9) geht Iiervor, 
dalS hei pl l  5 oder iiii alkalischen Gehict ohcrhall) p ~ l  9 das (;Iykokoll kauiri 
i;ocli fcstgchnltcn w i d .  

T i l k l  0. 

. . - . . . . . . . - . . . . . ._ , - , . . . - . . .. . . . . . , . . . . . . . . . -. . . . . . .  . .  . 

E i i i f l i i U  clcs prr aiif tlic -1dscirptioti clcs C>lykokolls. 
1 0  .1liiiiiiiiiuiiiox~-cl \-or clcr Adsorption init 5 0  cciii clrr EU priifriicleii SpiiIiliissigk*.it 

cr l .~vvn, . l l l~r l  

Fiir die Adsorption crwies sicli tlciiitiacli citi p I L  i -8 a111 giiostigsten. 
dns daher hei allen weitereti \'ersuchen eingehalten wurtle. Die Priifung 
cler einzelneri .\iiiinosiiurcn ergah, dalJ Alanin, Valin, Leuciii, Isolcuciii untl 
Prolin beini I.)urcli\va.sclieti der 10-g-Sdule niit 50 ccn1 l ~ o r ~ ~ i a l ~ l e h ~ c l - I , ~ ~ ~ ~ ~ ~ i ~  
vollstandig eluiert werdcn. In 'l'afel 10 siixl die mit 2(.)-proz. I~orinaltlehyl- 
Liisung drirchgcfiihrten Versuclie wiedergegeb-n, aris deneri herrorgeht, tlaU 

'r;lfcl lo. 
V c r 11 ii 1 t 1.11 tl c- r ii 1 i ph ii t i scli cii I\ iii i ii o s i i u  r en bci t l  c* r A d  so r p t  i o i i  i i i  

Vor 111 ii lcl cli ycl - 1,iisung. 

Versucl is l~: .di i i~'~~i~'~i i  wir bei Tafcl 8 :rii~'c~'ebeti. 
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srllist bei dieser liohen -~ldehyd-I(onzeiitratioii keine .Idsorption stattfindet. 
C;lykokoll und Serin tverden unter den gleichen Betlingungen nicht eluiert. 

The Hiichstgrenze an Glykokoll und Serin, die noch sicher abgetrennt 
\vc.rtlen kann, betragt 0.78 mg Glykokoll-X bzw. 1.03,mg Serin-N. Wird 
tlivwr \T.'ert erreicht, sollte die l'rtnnung niit tleni Eluat nochnials wietlerholt 
i\.i.rtlen. Ihe 'frennuiig eines diiiiiiosauregeiiiisclies lieferte folgendes Ergelxiis : 

T t ~ w x  m y  71c.  t i t  ~ i l c r  d tt t imsCi i( t'c.71 r l i i  t d i  C'h tn t t t t r fogt ,n  ph ic, . 383 
. -. ~. . .. ~ .- ~~ 

iiic S cltii-rt iiiit i0 cciii 

I 0.0.50 I l . i O 0  
. 

1 .0.50 

5 I . l l I 1 l I e  I:, ~ I < ,  . . . . . 1 ,  I06 I l l r :  s . .  

l',, r l .  ' l ' l i u ~ r i ~ ~  . , . . . . . .  1 0 0 . 7  1111 :,, 

IIine qiiautitative Treriiiurig ist also init \-erhaltnisnialiig wenig Alu- 
1 1 1  i!iiuniosytl nioglich. I )urch \'erdopplung der .Iluniiniumoxydinenge . und 
t1c.s Illutiorisvoluniens liii13t sich die Trennung noch sicherer gestalten. Der 
i n  'l'afel 12 wiedergegehene \-ersuc'ti zeigt besonders deutlich den groDen 
I 7iiterschied in der Atlsorbierbarkeit zwischen Glykokoll -!- Serin einerseits 
i i~ i t l  tleii iibrigen Aniinosiiuren andererseits, da das dritte 13luat vollkoniinen 

'I';tfcl I - ' .  ,. 1 reii i i  1111 g t i n  c s  (; c iii i scl ies t lc r  :i l i  p l i  :i ti scli cti A 111 i i i  os i iu i -en .  

31 :i:gc tlcs r2t ls~~rl)ci is  : 2 0  g ;\liiiiiiiiiiiiiios~il. Ycriv,.iiiI(,t.: Ainiiiosiiiirriiicii::cii \vie iii 
Ta fc l  1 1  

iiig s eluicr t  iiiit 1 l ) i )  criii 111-1)roz. 
cH20-r,;i5-Y r: 

1 i l l ,< S ;iilsorl)iL,rt, 
~ - ' ~)estiiiiiiit  

1 .  ISluat , i. ICfL lh t  3 . ~ 1  I t  i \vie T;,*cl I ] 
( i 0  ccm) (7.i cc~ii)  (7.5 c r i i i )  I 

1 . l l i +  0 l)32 0 0 0  o s o 4  

s l ! i i i l i l c  ( I .  I:lu:It:~ 1 .3 1 , l I ~ O  1111: s 
',!, (1. ' I ' hcor i~  . . . . . . . .  , 1 I I I  1. 7 (; ,, 1 I).? ?,> 

I h  es sich bei tlen ~ 'or i i ia ldel iyd~~erl~ir~du~~gei i  der Biiiinosaureii uni 
ciiie sehr lockere ;itlditiori Iiantlelt, kai i r i  tler Aldehyd aus tlen 1,osungen der 
;\iiiiiiosiiiiren leicht durch 1)estillation oder auf andereni Wege entfernt 
i\.crdeii, so dald die neitere Analyse ohne Stijrungen durchfiihrbar ist. In 
tler (:lykokoll-Seriii-I:raktion konnte das Clykokoll colorimetrisch nach 
K l e i n  uritl I,inser13), das Serin nach R a p 0 p o r t 1 ~ )  lxstininit n-erden. 111 

. .  

1 5 )  %tsrl i r .  p1iysic)l. (11ieni. 205, 2.51 
1 6 )  13ioclitiii. Ztsclir. 1S9, 400 10.37,. 

1032;. 
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tlieser Fraktion sollten u. U. auWer den1 Serin auch aiidere seltenere $-Ox\-- 
aininosauren auftreten, wenn die aufangs (S. 380) geauoerte Ansicht iilwr 
die Reaktionsiveise des Formaldehyds mit a-Amino-$-osy-Verbindungen ZII- 

treffend ist. E'iir die Aniinosaiuren der zweiten, nicht adsorbierten Gruppe 
llestehen z. 1'1. ebenfalls gute Bestiiiiinungsmethoden. So k6nnen Pro1i:i 
iind Osy-proliii, die nicht init Salpetriger Saure reagieren, aus der Differenz 
tles Gesanit-n' und des Amino-N nach v a n  S l y k e  bestinimt werden. Weiiii 
die Zahl der Aminosiiuren in dieser Fraktion beschrankt ist, kiiniite ihrc 
Korizentration nach der optischen Methode voii T ise l ius  gemessen ivertleii. 

Nach diesen bisher nur an kiinstlichen Mischungen der verschietlenen 
reinen Aminosaureii durchgefiihrttn Versuchen ergibt sich etwa folgentles 
vorlaufiges Schema fiir die Trennung eines Ei\\.eiQhydrol?-sats : 

__ - - 

S ch  c 111 ;I t l  c r -I 1x1 i 11 o s iiu reii - '1'1- en  11 II  11 c. 

IIycIrolysrtijirtiiiscli atlsorbicrt nn 

1 .  (:riippc I 
.irginin 

1 I i h t i i l i i i  

Y 

P i  1 t r  01 - h-ru t r o 1 iin .klsorlxit n:tcli T i i r b a  ~ t I.ysiii 

I'liiat a(1sorhiert an  

4 1. (:ruppc 

(;liitiilliiiisiurr 
a n i o n  o t r o p  i i i i  .Idsorbat ~ inc l i  IVic lan(1  - t Osyglut;itiiinsiiiii-~. 

-1 l u  III i n  iii 111 o s y (1 

.\sparagiiisiiiirc 
Cys t  in 

Illitat n(l?;orl,it.rt an  

3 .  ( ; l - l lpp~ I 
'lkyptopliati 

1'1ic1i~Inl:iiiiii 

Y 

A k t i v koli1 c i in  ;\cIsorbat f Tyrosiii 

ICliiat aclsorbiert mi 

5. (;riippr 

im Il luat  l'rolin 
( ) sypr (  )lin 
.i 1 an i I i 
\-aliii 
1,eiiciii 
Isoleuciii 

Es siiid Versuche im Gange, die bisherigen Brfahrungen auf die h f -  
arbeitung eines natiirlichen Hydrolyseiigeniisches zu iibertragen, da ein 
-1iialysengang auf chroniatographischer Gruiidlage allen alteren Verfahren 
z. B. von E. F i s c h e r  oder D a k i n  an Einfachheit der Durchfiihrung und 
an Genauigkeit weit iiberlegen ist. 
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Beschreibung d e r  Versuche. 
Die Aniillosliuren knnien init Ausnnhnie voi' syiitlietiscliciii 14:uciii u i i d  3Ittliioni.i 

als natiirliche I-Forillen ziir Ariwendung. Sie wurdeii tlurcli IJinkrystallisieren oder durcli 
Chromatopraphie gereitiigt. Siinitlicht. aiideren Keapciizicn erwit.seii sich nach ent-  
hprecheliclcr Reinigung nls stickstofffrci. 

- __ ~______.___ ~ 

a )  T r e i i n u n g  d e s  T r y p t o p l i a n s ,  T y r o s i n s  uncl 1'1ienylalanins  von del i  
a I i p h  a t i  s c h en A mi  r i  o s  iiu r e n .  

H e r s  t e 1 l u  11 p d c r  A (1 s o r p t i o n  skol i  1 e : Carbo aktivat. pranulatus (Sch er i i i  g: 
wird iii einer Reibschale gepiilvert uric1 durcli eiii Sieb niit cler Maschenzahl 2S/qcm vou 
r l : n  grobsen  Anteileii lxfreit. Aus drui erlialteneti Kolilepulvcr werderi durch Sieben 
i i i i t  einern grobeii Tucli die feinsten Anteile entfernt. JLan erliillt dnnn ein Pull-er voii 

iriittlerer KorrigriiBe, welclix bei eiiier Siiulenhohe r o n  4 cni eine DurchfluDgeschwindig- 
keit von 4-5 Tropfen je AIin. zeigen SOU. Zur Entfernung der in der Kohle enthaltenen 
Stickstoffverbiriduiigen wird diese niit der 5- bis 10-faclieti kIenge 20-proz. Essigsaurc 
cinige Jlin. zuni Sieden crhitTt, hciD abgenutsclit und niit lieil3rm \Vasser gewaschen. 
bis in der Spiilfliissigkeit riach dein Veraschen kciii Stickstoff nocliweisbar ist. In  der 
Kegel ist dies sclion nacli 2- bis 3-maligein Wascheli cler Fall. Die gercinigte Kohle wirtl 
i n  Wasser suspendiert und mit 50 nip Kaliumcyntiid je 100 p Kolile einige Nin.  :iuf GO" 
ermarmt. Hicrauf wird abgesaugt untl mit hei0-In Wasser wiederliolt pespiilt. 

D u r c h f i i h r n n g  tler Tre l inu i ig  : Die Clironiatograpliierrbhrchen linben eineii 
Ihirchmesser vou 12 m i 1  mid eine Liinge - ron  etwa 250 mrn. Nach dem VersclilieDi.tt 
tler unteren ijffllullg durcli eiuen Wattepfropf werden 2 p Rolile iii miif3r. Suspension in 
die Rohrcheii einpefiillt und die iibcr cler Siiulc stelientle Pliissigkeit unter schwachetu 
Saugen entferiit. Nacli dcm Absetzen der Kohle erliiilt I I I : ~ I I  (lurch leichtes Klopfen an 
tlcr Glaswand eine gut  ausgebildete Saule yon 4 cni 1,iinpe. Die feineii .4nteile cler Kohle, 
w-slcl~e an der \Vand des cGlasrohrs haften bleiben, w-rden durcli Spiilen init W'asser und 
..\bsaugen der Spiilfliissigkeit niit einer Pipette entferut. 
Yor der Adsorption wird die Saule rnit 50 ccni i-pro",  
Essigsaure unter schwachem Saugen durchgewrasclieii. 
lI*enn die Spiilfliissigkeit so weit abgrlaufen ist ,  tlaW sie 
gerade noch die Siiule bedeckt, wird das zu trentiende 
Ariiinos~uregernisch. das  iii eiueni Volumen von 2---.i ccin 
eiithalten ist, aufgetragen. Sachdetn die 1,osuiip in die 
S i d e  eingedrurigen ist, spiilt man 2-1x11 init j e  3 ccui 
.i-proz. Essigsiiure sorgfiiltig die C.lasivnnd a b  wid cluiert 
c-iaiin niit insgesamt 50 ccin 5-proz. Essigsiiure die 
:iliphatischeii Aniinosiiuren. Die !inch Auftraqen dcr 
Aminosaurelosun,n ablaufende Fliissigkeit nird iii ciueni 
jg-ccni-~~eDkiilbclicii aufgefaiigtn untl in eiiieiti nliquoten 
Anteil derStickstoff nachder JI ikro-Kj  cldali l-JIethode 
lxstinimt. Zur Eliitioii der nroriiatischen Ariiinosauren 
wcrden 300 cctn 5-proz. Plienollosuiig in 20-proz. Essig- 
siiure verwendct. Die iiber der Siiule stelienden Rcste der 
.i-proz, Essigsiiure konnen rorher durch Abpiptttieren 
extfernt merden. I n  dem Eluat wird wiederuin in eiiicm 
aliquoten Teil der Gcsarntstickstoff der aromatischeii 
Aininosauren bestininit. W'enn dasPheiiylalanin bestininit 
w r d e n  soll, wird die Elution init 100 ccni 20-proz. 
Jcssigsaure bei 700 vorgenoniinen. Hierzu wird das 
Chromatograpliierrohr in eirien wasscrpfiillten Warme- 
mantel aus Jenaer Glas eingesetzt. dessen seitlicher An- 
satz  durch eincn Bunsenbrennererwarrnt wird (s.Abbild.). 
Hohere Temperaturen empfehlen sich nicht, da die Saule 
darch die sich entmickelnden Gasblasen zerrissen wird. 

Abbild. Warmemantel fiir 
Chromatographierrohr. 



IXe .\I,.~!,qc tl:r aroiii itischen .lini!iosiinren, (lie V O I I  2 g Kohlc u , i t - r  elsti bescliri - 

l t n e n  Iktiitigungen fcstg,:haltcii wird. lwtriigt t-tn.rc 2.0 ~ n g  X. %iir 1:rliiittlung dies:.;. 
1 Iiiclistgrciizc \vuIrlc (lie Siiiile t i l i t .  ci!irni ifh:rscliii D eiiics (3xnischcs tlcr tlrci aron1:itisehvii 
;\minosiiurm versttzt un(l tler 1inc11 I<lution niit .X ccni i-proz.  I%sigsiitirt in ilcr Siiuic 
vc.rl)licl)e~;c Kcst hcstitntiit. 

.inp\v:iiidtc* J1.:1ix~ : 1 . 1.5.5 liig 'Ikyptoplinti-S : 0 .775  111g Tyrosi!j-S . 0.7':7 I I I ~ :  

~'11cnylal;i: ii!-X :- 2.730 nix (;:s:tiiit-S. 

I ) )  T ~ - e n i i i i i ~ ~  ( 1 ~ s  C l y k o k o i l s  uiirl S e r i n s  v o n  , l l : inii i ,  \ - : i l i n ,  I , e u c i n ,  Is<)- 
l e u r i n  i ind  I'roliii. 

r)ic 10-pro". Porninl(1eIi  yd-I,6sung wird aus detn kiiuflichen 40-proz. I.'ornia!i.1 
(Sch e r in  a) hcrg-stellt, nnchdcai diescs vorher durch Dcstillatiori bei gewolinlicht 111 

1)ruck ficrciiiigt ist .  1)ic Kotizciitrntion des stickstofffreien Iksti l lats betriigt ct\ \  . a  

30 (;ew.- ?<. IOO ccin cfer lo-proz. ~or;tlnldcli).ct-I,~jsulig iiiirfen nnch tfer \'crnschr < 
keine nachwcisbnre Stickstoffnicnge e t i t l i a l t~~n.  Dic 10-proz. Forninldcliytl-I,Gsucg\vir~ niit 
tinigen Tropfen P h e n o l p h t l ~ ~ l c i ~ l ~ s i i ~ ~ g  versctzt u11d Init 1-N. KOH ailf b1;iDrosn titric1.t. 
1)as PH cli-ser 1,iisang Ixtriigt mit der (;lasvlcktrodc gritlessen etwa S..5. . ~ l ~ u m i n i u t n o s ~ ~ ~ i  
reinst wtsscrfrci (3Ic i - ck)  wird nnch d r r  \'orschrift von T h .  \Vielniitl3) t i l i t  FICl v o . -  
1)rhantlclt. 

. i u s f i i i i i ru~ ig  t ler ' I ' rennuiig : I)ic Treti:iulig wird zwccknd3ig mit  20 .L: tles 1-0:- 

t)rliatidcltc.n Alniiiiiiiumoxyds clurchgefiihrt. die in cin Cliromatographierrollr 1.011 

I 7  inni Ihi-clitnesscr und 300 niin 1,ang: ring-fiillt  wertlen. >Ian spiilt die Siiule vor 1 1  1' 

.idsorption niit 100 ccin der neutrnlisicrten 10-proz. I.'ornialclehyd-Los~iiig. Das G-miscll 
ilrr Amirios5uren wird in hiichstens 5 cciii 10-proz. Forninldehyd-Losulig, die ebenf; i l i  
init L i t .  KOH neutralisiert ist ,  ziir Adsorption gebraclit. Ijachdenl die 1,Bsung in (!i,: 
Siiule cii:,q.drungen ist ,  spiilt inan dns I<iihrchen 2-ni:tl init jc  3 cciii Fortnaldeliyd-Liisi,t~~ 
und cluiert dann init w-iteren 94 ccni (ingesamt 100 ccm) der neutrnlisicrten Fo! 111- 

nldehyrl-I,iisiiti~, die in ri:ienl lOO-cc~n-3IrDkolben aiifgefangen wird. Nach den1 M' chs 1 . 1  
dcr \70rln,ge werrllen dns S-riii und (;lykokoll niit 50 cciii 0.5-n. Kalilauge cluiet-t. 

ITni ZII priifen, w.>lche Neiigen ail Glykokoll wid Serin unter den nI?gcx:C.I)e ~ 1 '  

Beclingungen noch sichcr fcstgehalten werden, murdc cine Siinle aus 10 g Alumir.iumos!-~l 
iiiit cineni & m c h u B  an Glykokoll und Scrin versctzt und iiiit 50 ccnl 10-proz. F o ~ t i i -  

nldehy.tl-I,iisiing ansgrwascheii. Rri einctn Vcrsuch mit Glykokoll verbliebeii in def Sii. 1,.  
0.78 I I I ~  S.  was ei!ier 3K:nge yon 4.18 ing Glykokoll eiitspriclit. I!-i eincnl Yc.rs.-r!i 
niit Srrin vc~rhlicbtm in [ler S.iiile 1 .63 nig X (--7 12.3 in,? Svriii\, 

Hicrvon :idsorl)iert 2 . ( 1 1 S  in: S .  

59. Geza  Z e m p l e n ,  R e z s o  B o g n a r  und I v a n  SzCkely: 
Sj-nthese des Salipurposids und des Isosalipurposids. 

: h i s  (1. Orgaii.-elit!ni, Ins t i tu t  (1. Techn. T'nivcrsitit Budnpvst 
(Ilirgcgangen sni 0 .  I'cl)rnar 1043.) 

Bri den cheinischen Untersuchungeii uber Salix-Arten fandea C h a r a u x  
und Rnbat61)  in der Rinde der S a l i s  p u r p u r e a  I,. auWer dem larigst be- 
kannteii S a l i c i n  zwei neue Clykoside, die sie niit den ru'aiiien S a l i p u r p o s i d  
hzw. I sosa l i p u r p o s i d 2 )  belegten. Ilas letztgelianiite Glykosid begleitet 
I I U ~  in den alteren Rir.den der Baume das Salipurposid. 

Beide Verbindungen gabeii bei der Hydrolyse init 2-proz. Schwefelsaure 
als Zuckerkoinpoiiente &Glucose und als Xglykon das sogenannte Sal i -  
p u r p o l ,  das bei den spateren Untersuchuiigen der Autoren als X a r i n g e n i n  

~~ ~ 

I )  Conipt. r t i  d .  Acntl. Sci :~cc~s  192, 1475 ',1031;. 
? )  Cnnipt .  rcritl. Ac:1(1. Scic%i?ws 196, 816 LlO3.3,. 


