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gelangen kann. Unter diesen Umstidnden ist die beobachtete Wirkungs-

konstante mnatiirlich recht klein und betrigt der GréBenordnung nach:
Gm/VOS0O,, = 3x10%

Bei Zunahine der Katalysatorkonzentration wird auch in diesem Falle zunichst

eine Zunahme und dann eine rasche Abnahme der maximalen Helligkeit

der Luminescenz beobachtet, also ist auch dieser Einflull qualitativ genau

so wie bei der Verwendung der anderen Katalysatoren.

Die hier benutzte Versuchsmethode wurde schon in den fritheren Mit-
teilungen beschrieben. Die Luminolkonzentration betrug bei allen Versuchen
dieser Arbeit 8 x10—* Mol/l. Die Versuche iiber die Inhibitorwirkung wurden
immer bei den optimalen Ammoniak- und Katalysatorkonzentrationen vor-
genommen. Als maximale Helligkeit der Luminescenz — -in relativen Eiun-
heiten — bezeichnen wir den gréfiten beobachteten Ausschlag des Galvano-
meters beim Dbetreffenden Versuch; dieser konnte gewdhnlich unmittelbar
nach dem Zusammengielen der Reaktionsgemische abgelesen werden. Als
Anfangshelligkeit, die zum Vergleich mit den fritheren Versuchen diente,
wurde die Helligkeit nach 20 Sek. Reaktionszeit — wieder relativ in Gal-
vanonieterausschligen — genommen. — Die benutzten Katalysatoren waren
einfache Kahlbaum-Praparate. Die Losungen des RuCl; nmuBten 6fter
frisch bereitet werden, da gealterte Losungen, die hydrolytischen Verande-
rungen unterliegen, eine wesentlich geringere katalytische Wirkung zeigten.

Hrn. Prof. Dr. J. Plotnikow danken wir fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit mit Mitteln des Instituts.

58. Gerhard Schramm und Josef Primosigh: Uber die
quantitative Trennung neutraler Aminosduren durch Chromato-
graphie.
rAns d. Arbeitsstitte fiir Virusforschung d. Kuaiser-Wilhelm-Tustitut s fiir Biochemic
u. Biologie, Berlin-Dahlem.}
(Fingegangen am 9. Miirz 1943))

Im Rahm:n von Untersuchungen iiber Virnsproteine haben wir uns schon frither
mit der Analvse der LBiweibausteine befaBtl). Wir beschriinkten uns hierbei auf dj -
praparative Darstellung ciniger leichter zu reinigenden Aminosiuren, um ihre Kon-
fizuration kennenzulernen, da der damalige Stand der ‘I'renmungsverfahren es aus-
sichtslos machte, die Aminosiuren in kleinen Proteinmengen quantitativ zun bestimmen.
Inzwischen sind durch die Anwendung der Chromatographic wesentlichie Fortschritt.
in der Analvse der Biw-iBhyvdrolvsenprodukte erzielt worden, so dafl sich hierdurch
neue Moglichkeiten fir efacn exakten Analvsengang erdéffnen. Wir haben daher Versuche
unternomimnen, die Chromatographie auch auf cinige Aminosinren anzuwenden, dic bisher
nach dieser Methode nicht getrennt werden konnten.

. Turba?) golang es, die basischen Aminosiduren (Arginin, Lysin und Histidin)
quantitativ an Filtrol-Neutrol zu adsorbieren und so einwandirei von den sauren und
neutralen abzutrennen. Durch weitere Chromatographie an Floridin XXF und Filtrol-
Neutrol gelang es ihm, das Gomiscll der basischen Aminosduren weiter in die Einzel-
bestandteile aufzutrennen. Th, Wieland3) fand, da8 Arginin und Iysin auch durch
Adsorption an Aluminjitmoxyd vom Histidin und den anderen Aminosduren getrennt
werden kénnen. Er zeigte weiterhin, dal Aluminiumoxyd nach Vorbehandlung it

1y . Schramm u. B, Miiller, Naturwiss. 28, 223 [1940].
2) B. 74, 1829 [1941].
3) Ztschr. physiol. Chem. 273, 24 [1942]; Naturwiss. 80, 374 [1942".
' 25*
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Salzsdure die Fihigkeit erlangt, selektiv die sauren Aminosiuren (Glutaminsiure, Oxy-
¢lutaminsiure und Asparaginsiure) sowie das Cystin zu adsorbieren. Aus diesem o-
misch der adsorbierten Aminosiduren kann das Cystin mit schwefelwasserstoffhaltigem
Wasser fiir sich cluiert werdend), F. Turba und M. Richter?) fanden dann, dafl auch
eine weitere chromatographische Trennung von Glutaminsiure und Asparaginsiiure
in der Aluminiumoxvdsiule moglich ist. Iine Abtrennung der basischen Amiinosiuren
ist nach K. Freudenberg®) auch durch Adsorption an saure Austauscher anf Kunst-
harzbasis (Wofatit K, KS und A) moglich. Diese organischen Adsorbenzien halten 7-:-
niichst siimtliche Aminosiduren zuriick. Durch Elution mit Pyridin gelingt ¢s aber, allv
Aminosiuren auly -r den basischen zu eluieren. Von dem basischen Austauscher Wofatit M
werden hingegen nur die sauren Aminosiduren festgehalten, Tinen neuartigen Weg dor
Adsorptionsanalyvse beschritt A, Tisclius?), Er lief das Gemisch verschiedener Amiro-
siiuren von unten nach oben durch eine kurze Siule von Aktivkohle stromen. Der Durch-
tritt der ciazelnen Aminosiuren wird hierbei entsprechend ihrer Adsorbierbarkeit ver-
z0gert, so dafl in dor Fliissigkritssiule oberhalb der Aktivkohle eine den vorhandencn
Aminosiuren entsprechende Zahl von Grenzzonen auftritt, die mit Hilfeder Tépplerschen
Schlierenmethode sichtbar gemacht werden koénnen. Aus der Analyse des Konzen-
trationsgradienten in dizsen Grenzzonen kann nach bekannten refraktometrischen Ver-
fahren unter gewissen Umstiinden auch die Konzentration der cinzelnen Amisosiduren
bestimmt werden.

Tis ¢olingt somit, auf verschivdene Weise dic sauren bzw. hasischen Amizosidur s
von den clektriseh uentralen zu trennen.

Wir haben nun versucht, auch die neuntralen Aminosiuren voneinander
chromatographisch zu trennen. Unserer Arbeitsrichtung entsprechend ist
uns an einer sicheren mikroanalytischen Methode gelegen, dic gestattet,
die einzelnen Aminosiuren in Mengen von einigen Milligrammen sicher zu
bestimmen. Wenn es auch kaum gelingen wird, jede Aminosiure durch
Chromatographie einzeln zu isolieren, so bedeutet doch bereits eine sichere
Irennung in bestimmte Gruppen einen groBen Vorteil. Die Bestimmung
der Aminosiuren innerhalb dieser Gruppen gewinnt wesentlich an Sicherheit
gegeniiber der Bestimmung im Gesamthyvdrolysat, da die Zahl der bhe-
gleitenden Aminosiuren beschrinkt ist und diese ilirer Art nach bekainnt
sind.  AuBerdent stehen {iir die Einzelbestimmungsmethoden wesentlich
groflere Substanzmengen zur Verfiigung als wenn die Bestimmuag in ali-
quoten Teilen des Gesamthydrolysates erfolgen mull. Bei unserer Unter-
suchuig lieBen wir uns weiterhin von dem Gruadsatz leiten, den Amino-
saurestickstoff mdoglichist nach der Mikro-Kjeldahl-Methode zu bestimmen,
da dies dic exakteste Methode zur schuellen Bestimmung kleiner N-lMengen
ist. Die Genauigkeit dieses Verfahrens macht allerdings eine sorgfiltige
Priifung aller benutzten Reagenzien notwendig.

Di¢c chromatographische 7Trennung der neutralen Amino-
sauren gelang uns durch 2 Verfahren, 1) die Adsorption am Aktiv-
kohle und 2) die Adsorption an Aluminiumoxyd in Gegenwart
von IFormaldehvd.

1) Die Adsorption an Aktivkohle,

s ist bekannt, dal die Adsorbierbarkeit der einzelnen Aminosiduren
an Aktivkohle sehir verschieden ist (F. Abderhalden und A. Fodor$),

3 Th, Wicland, B, 75, 1001 719427, 5 B ¥ 340 1o42)
b Naturwiss. 80, 87 19427,

) Ark. Kemi, Minerul, Geol. 14 B, Nr. 32; 15 B, Nr. 6.

) Formentforseh. 2, 74, 131 719197,
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T.Ito" und E. Negelein'®)). Hiernach geht die Adsorption etwa mit
der Linge der Kohlenstoffkette der Aninosiuren parallel. Aber auch struk-
turelle Unterschiede zwischen Isomeren bewirken deutliche Differenzen in
der Haftfestigkeit. Von Tiselius?) wurde die Adsorbierbarkeit der Amino-
sduren quantitativ durch die Verzogerung bestimmt, die diese beim Durch-
tritt durch eine Kohleschicht erleiden. Das Fliissigkeitsvolumen, das zwischen
dem Meniscus des Losungsmittels und der Grenzzone der Aminosidure liegt,
wird von ihm als ,,Verzégerungsvolumen'' bezeichnet. Dieses ist also um
=0 grifler, je holier der Adsorptionskoeffizient der Substanz ist. Den Messungen
von Tiselius sind die folgenden Werte der spezifischen Verzégerungs-
volumina fir die nach Abtrennung der sauren und basischen Aminosiuren
verbliebenen neutralen Aminosiuren entnomimen:

Tafel 1.
Spezifische Verzégerungsvolumina in cem je g Aktivkohle (Kahlbaum) fiir
0.5-proz. Iésungen verschiedener Aminosauren.

Aminosiure Medium ﬁ R Spezif.
i Verzégerungsvolumen

Glvkokoll. .o oo oo oo ! 0.1-m. NaCl 0
Alarin ..o o 0.1-m. NaCl 0.3
Oxyprolin ... ... ... ... ... ... 0.1-m. NaCl 1.9
Prolin......... ... ... ... .. ..... 0.1-n. NaCl 2.5
Valin ... .. ... .. L 0. 1-m. NuCl 3.2
Leuwcein oo o oo 0.1, NuCl - 7.7
Isolevein ... . o o L 0.1-m. NaCl 9.2
Phenylalarin ... . ... ... ... 0.1-m. NaCl 62.3
Tryptophan ... .. o o oL 0.1-mm. NaCl 70.5

Hiernach sind also die Unterschiede im Adsorptionsverhalten der
einzelnen aliphatischen Aminosiuren verhdltnismiaBig gering, jedoch besteht
zwischen diesen und den aromatischen Aminosiuren eine sehr erhebliche
Differenz. Tés erschien daher aussichtsreich, eine quantitative chromato-
graphische Trennung der aromatiszchen Aminosiuren von den aliphatischen
zu versuchen. Iis zeigte sich, dall dies in der Tat auf einfache Weise uund
mit grofler Genauigkeit moglich ist.

Wir benutzten fiir unsere Versuche Adsorptionsréhrchen der iiblichen
IForm. Die abtropfende I.6sung wurde in einzelnen Iraktionen aufgefangen
uud in diesen der Aminosiauregehalt nach der Mikro-Kjeldahl-Methode
bestinnnt.  Bei der gewdéhnlichen, feinpulvrigen Aktivkohle, z. B. Carbo
aktiv. (Schering) oder Carbo animalis (Merck) ist die Durchflugeschwi::-
digkeit sehr gering, so daf die Analyse sehr langwierig wird, Wir verwandten
daher statt dessen die granulierte Aktivkohle (Schering), die wir durch
Pulverisieren und Sieben auf eine geeignete Korngrée brachten. Trotz
des gréberen Korns sind hiervon nur verhiltnismiBig geringe Mengen (2 ¢)
fiir die Durchfithrung der Adsorptionsanalyse notwendig. Bei einer hieraus
sich ergebenden Schichthélie von 4 ¢ flieflen ohne Saugen 50 cem Fliissigkeit
11 etwa 2 -3 Stdn. durch die Sdule. Vor der Durchfithrung der Analvse

% C.oH31 11 30090 C. 1932 I1. 2833; C. 1936 II, 6+,
1) Bioehom, Zt<chr. {42, 493 [1923],
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wurde die Kohle mit Essigsaure ausgekocht, um geringe Mengen stickstofi-
haltiger Substanzen zu entfernen. Weiterhin ist es notwendig, die Kohle
nach dem Vorschlag von Tiselius?) mit Cyanid zu vergiften, da sonst
merkliche Stérungen durch Oxydation der Aminosiuren auftreten. Nach
dem Einfiillen in das Adsorptionsréhrchen wird die Kohlesiule mit 5-proz.
Essigsdure durchgespiilt, um die Adsorptionsfihigkeit der Kohle auf ein
brauchbares Mafl herabzusetzen. Ohne diese Vorbehandlung ist eine quan-
titative Trennung der Aminosiduren nicht moéglich, da sonst stets ein gewisser
Teil der Aminosiuren hartnickig festgehalten wird, und die Elution sich so
lange hinzieht, dal die Grenzen zwischen den aliphatischen und den aro-
matischen Aminosiuren sich verwischen. Diese Verhiltnisse werden besonders
deutlich durch die in Tafel 2 zusammengefaBBten Versuche wiedergegeben.

Tafel 2.

EinfluBder Vorbehandlungmit Essigsdurcaufdie Adsorptionan Aktivkohle.
Versuchsbedingungen: 2 g Kohle mit KCN vergiftet. Die Aminosiduren kamen in den
Versuchen 1—3 in wifllr, Losung, in Versuch 4 in 5-proz. Essigsidure zur Adsorption.

i l mg N {&
: in aufeinander folgenden fGes.-N
Vorbe- Elut.-! Awmino- | Fluaten | i d. Ges.-N Fehler
handl. | ver sduren TR T T Elu- theo- %
mit ‘ B 203 4, 3. aten | TEE) °
|25 25 125 25 4 100 | ° i
cen ccm | ccm cem ccm i
H,0 | H,0 !Glykokoll - 'l i
i iAlanin 4 Se-! i
i’ ' orin - Valin | i
i ~ Leucin 0.990 0.044 | 0.0 0.0141 0.082] 1.130 | 1.274 1 11
H,0 | 59 | | ,
Essig- ; i i i
siure . 12428 0.030) 0.012]0.0267 0.0 24961 253481 -
‘ ! 1 i i
H,0 59 Leucin - Iso- i . : i
! Fssig- leuein -~ Me-, : i ‘
» sdure thionin L 1.882 0.]54, 00028 00 20241 2052 - 15
‘ ' !
50 ¢m ! v : :
5% | 3% . \ ;
Lssig- | Essig- ' : | : ‘
siure | siure | Isolencin 2.248 i 0.00 i D 2.248 7 2236 - 03

*) Tm1 Hinblick auf den spiiteren Verwendungszweck wird bei diesen und all -
nachfolgenden Versuchen die Meuge der Aminosiuren stets in mg N angegeben, d.
bei Eiweilanalysen wegen der Unbestimmtheit des Trockengewichtes das Verhdlt is
Aminosiure-N / Gesamtprotein-N besser definiert ist als das Verhidltnis g Aminao-
sdure /g Liweil.

Hiernach kénnen aus der nicht mit Essigsiure vorbehandelten Aktiv-
kohle mit 200 ccem Wasser nur 909, der aliphatischen Aminosiuren aus-
gewaschen werden. Auch it 5-proz. Essigsiure ist die Elution nicht quan-
titativ und zieht sich sehr lange hin. Nach Vorbehandlung mit Essigsiure
wird dagegen auch die am starksten adsorbierte aliphatische Aminosiure,
das Isoleucin, mit 50 cemt 5-proz. Essigsidure quantitativ elniert.
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Nachdem sich die Essigsiure als geeignetes Elutionsmittel fiir die ali-
phatischen Aminosduren erwiesen hatte, wurde das Verhalten der einzelnen
Aminosiuren unter diesen Elutionsbedingungen gepriift (Tafel 3).

Tafel 3.
Verhalten der einzelnen Aminosiduren bei der Adsorption an Aktivkohle.

Versuchsbedingungen: 2 g Kohle mit 20-proz. Essigsdure ausgekocht, mit KCN vergiftet
und mit 30 ccm 3-proz. Essigsdure vor der Adsorption gespiilt. Die Aminosiiuren kamen
in 2—-3 ccm 5-proz. Essigsdurelésung zur Adsorption.

mg N mit 5% (Gesamteluat
Art Menge Fssigsiure elujert in 9,
. Q
der m T T der angew.
Aminosiure mg N : 1. Eluat | 2. Fluat | Menge
(50 ccm) ' (50 ccm) ! - ge
| E ?
Clvkokoll ... ... 1.724 ‘ 1.740 i 0.00%) 101
Alanin......... 1.558 1.368 | 0.00 100.5
SerinLL f 1.296 1.288 0.00 99.4
Prolin ......... ! 1.672 ‘ 1.654 | 0.00 938.9
Methionin . ... .. 4 0.960 ! 0.962 ; 0.00 100
Valin ......... ; 1.110 : 1.120 ! 0.00 100.9
Loucin ......... ; 0.856 ; 0.846 ; 0.00 688
Isoleucin ....... : 1.118 ; 1.122 0.00 100.3
Phenylalarin .. | 0.694 0.00 “ 0.058 0.0
Tyrosin, ... .. , 0.390 i 0.00 1 0.018 0.0
Tryptophan .. .. | 1.156 : 0.00 l’ 0.00 0.0

*} Die noch sicher nachweishare N-Jenge betrigt bei unserer Versuchsanordnung
0.005 mg N.

Es zeigte sich, daB simtliche aliphatischen Aminosiduren mit 50 ccm
Hssigsdure vollstdndig eluiert werden, wihrend die aromatischen Amino-
siuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan auch nicht spurenweise
ausgewaschen werden. Diese werden so fest adsorbiert, daf} sie auch bei
weiterer Elution mit ¥ssigsdure gar nicht bzw. nur in geringer Menge eluiert
werden. Damit ist unter diesen Versuchsbedingungen eine sichere Trennung
dieser beiden Gruppen von Aminosiuren gewihrleistet. Die Hochstmenge
der unter den Versuchsbedingungen noch sicher adsorbierten aromatischen
Aminosiuren betrigt etwa 2 g Aminosiure-N (s. Versuchsteil). Falls also
i einer unbekannten Ldsung dieser Wert erreicht wird, ist es zweckmiBig,
das Eluat nochmals auf einer neuen Kohlesiule zu trennen.

Die Elution der adsorbierten aromatischen Aminosiuren Dbereitete
zundchst grofle Schwierigkeiten. Es wurden u. a. folgende stickstoffreie
Elutionsmittel gepriift: 0.5-n. Kalilauge, verd. Butylalkohol und Athyl-
alkohol, alkohol. Salzsiure und alkohol. Natronlauge, alkalische und saure
Phenollésungen, Essigsiure in verschiedenen Konzentrationen teils in der
Wairme, teils in der Kilte. Die Ergebnisse einiger dieser Versuche sind in
Tafel 4 zusammengefaflt.

Von den 3 aromatischen Aininosiduren ist Phenylalanin, wie nach Tafel 1
zu erwarten ist, am leichtesten zu eluieren. So kann dieses z. B. mit heier,
20-proz. Essigsdure mit befriedigender Ausbeute ausgewaschen werden,
wihrend Tyrosin und Tryptophan hierbei teilweise haften bleiben. Eine
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Tatel +.
Versuche zur Elution der aromatischen Aminosiuren.
Vollstindigkeit der Elution in Prozent der adsorbierten Menge.

. | 109 5%
3-proz. | 10-proz. | 20-proz. 30/ Pherolin | Thenoliz
Elutions-Lisung Sssig- Issig- Issig- Co - 20-pro;
Jdutions-Losunyg I_f*‘f’ ]f ig 1 Tsxg Thenol 050 20-proz.
siure siure sdure KOH Tissic-
siure
Monge in cem ..., 100 L 100 200 200 200 100
Iiations-Temp. ... .. 700 700 700 700 700 200
Phaenvlalanin .. ... ... one, 959, 97 9% e : 1000,
Iyvrosin ............ - . 919, RO 0% !f 1600°
Tovptophan ... ... - —- 509, - - o 1] o

100-proz. Ilution der aromatischen Aminosiuren gelingt mit essigsaurer
Phenollésung  bei Zimmertemperatur. Welches der Flutionsmittel den
Vorzug verdient, richtet sichk nach -der weiteren Bestimmung der aromatischen
Aminosiuren. Da bei der sauren Hydrolyse der Liweifistoffe das Tryptophan
vollstindig und das Tyrosin teilweise zerstort wird, kénnen diese Amino-
sduren in dem sauren Hydrolysat nicht bestimmt werden. Xs geniigt daher,
in diesem Falle allein das Phenylalanin quantitativ mit 20-proz. Essigsiure
in der Wirme zu eluieren und dieses dann colorimetrisch nach der zuver-
lassigen Methode von Kapeller-Adler') zu bestimumnen. Die KEssigsiure
ist leicht zu entfernen und stért daher diese Farbreaktionen nicht. I‘alls
der Gesamtstickstoff der aromatischen Aminosduren bestimmt werden soll,
wird man die Elution zweckmiBig mit 59, Phenol in 20-proz. Essigsiure
bei Zimmertemperatur durchfithren. Diese Stoffe stéren bei der Mikro-
Kjeldahl-Bestimmung nicht, da sie beim FEindampfen der Idsung im
Aufschluffkolben ohne Schiumen und ohne nennenswerte Zersetzung ver-
dampfen. Als Beleg fiir die Brauchbharkeit des ’Trennungsverfahrens ist
in Tafel 5 ein Trennungsversuch mit einem Gemisch aliphatischer und aro-
matischier Aminosiauren wiedergegeben.

Vorldufige Versuche ergaben, dafl auch die in dem vorliegenden Zu-
sammenhang nicht beriicksichtigten sauren und basischen Aminosiauren
sowie das Cystin unter den gleichen Bedingungen von den aromatischen
Aniinosiuren quantitativ abgetrennt werden.

Bei der Kohleadsorption handelt es sich nach der Systematik der Ad-
sorptionserscheinungen von Michaelis und Ronal?) um eine apolare
Adsorption, da die Adsorbierbarkeit von dem Vorliegen elektrischer Ladungen
in den adsorbierten Stoffen unabhiangig ist. Sie wird jedoch durch konsti-
tutionelle Iiigenschaften stark beeinfiuflt. Die Elutionsversuche zeigen, daf
Tyrosin viel fester adsorbiert wird als Phenvlalanin; durch den Eintritt
der phenolischen Hydroxylgruppe wird also die an sich schon grolle Haft-
festigkeit der aromatischen Aminosiuren weiter verstirkt. Fir die ver-
stirkte Bindung an die Kohle ist die undissoziierte Hydroxylgruppe ver-
antwortlich zu machen, denn es zeigte sich, dafd T'vrosin in alkalischer Losung

) Riocae i, Zisehr, 2520 186 71932,
) Biochem. Ztschr. 102, 263 11920,
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Tafel 5.
Trennung der aromatischen von den aliphatischen Aminosiiuren.

Adsorbens wie bei Tafel 3. Zusammensctzung der Aminosdurenmischung: Alipha-
tische: Isoleucin (0447 mg N), Leucin (0.357 mg N), Mcthionin (0.386 mg N1, Valin

(044 mg N), Serin (0.55 mg N); Gesamt-Nyjiphat. = 2.192 mg. Aromatische: Phenyl-
alarin (0,386 mg N), Tvyrosin (0.390 mg N), Tryptophan (0.578 mg N). Gesamt-Ngronat.
= 1.354 mg. ’
Aliphat. Aminosduren, Aromat. Aminosiuren,
elufert mit 5-proz. | cluiert mit 59% Phenol in 20-proz.
Lssigsidure Iissigsiure
1. Fluat 2. Eluit 1. Eluat 2. Eluat 3. Fluot
(25 ccm) (25 ccmnd 100 ¢cemn) (100 ccm) (100 cem)
mg N oo 2.182 0.016 1.248 ) 0.073 . (.036
Sumine ... 2198 mg Na]i]\hut.‘ 1.362 mg Najromat.
oo dl Theorie .| 100.39% 100,807

nur mangelhaft adsorbiert wird. In Ubereinstimmung mit den allgemeinen
Firfahrungen, daB eine Adsorptionsverdringung am besten mit einem Stoff
ihnlicher Konstitution gelingt, wird das Tyrosin aus der Adsorptions-
verbindung mit Kohle nur durch undissoziiertes Phenol (saure Phenol-Lésung)
vollstindig verdrdangt. Mit alkalischer oder neutraler Phenol-Losung ist die
Flution selbst bei hohen Phenolkonzentrationen unvollstindig (Tafel 4).
Werden hingegen die spezifischen Haftstellen in der Kohle vorher mit geringen
Phenolmengen abgesiittigt, so 1aBt sich das Tyrosin ohne Verluste mit neu-
tralen Phenol-Losungen in der Kilte eluteren. Hierfiir ist in Tafel 6 ein
Versuchsbeispiel gegeben.
Tafel 6.
Einflufl der Vorbehandlung mit Phenol auf dic Adsorptionsfihigkeit
der Kohle.
Bei Versuch 1 gleiche Bedingungen wie in Tafel 3 angegeben. Bei Versuch 2 wurde die
Siule zunichst mit 30 cem 3-proz. Essigsiure gespiilt, danach mit 20 ccm 3-proz. Phenol-
Losung und schlivB8lich mit Wasser so lange gewaschen, bis die Ferrichloridreaktion auf
Phenol negativ war,

Ver- Vorbehandlur g Flutionsmitt-] 1_\-rosi1.1—‘\ Eluiert ! %5 der
such it ) M1 ge| adsorbiert i adsorb.
Nt m Art Temp. : me mg | Menge
N ccm £ ~Henge
H
1 5-proz. Essig- ‘
siure 39, Pherol 200 200 0.576 0.514 39.2
2 3-proz. Essig-
siiure u. Phenoll 39 Pherol 200 100 0.740 0.742 1100

Is liegen hier dieselben Verhiltnisse vor wie bei den in Tafel 2 wieder-
gegebenen Versuchen mit den aliphatischen Aminosiuren, bei deuen eine
irreversible Adsorption durch eine Vorbehandlung mit einer aliphatischen
Siure verhindert werden kann.

Die Yrage, wieweit durch Chromatographie an Aktivkohle die ali-
phatischen Aminosduren untereinander getrennt werden kdénnen, muB3 noch
offenbleiben. Unsere bisherigen Versuche in dieser Richtung erbrachten
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keine vollig befriedigenden Ergebnisse, wenn auch eine weitgehende Trennung
z. B. von Valin und den Aminosiuren mit noch kleinerem Verzdgerungs-
volumen von den Leucinen unter bestimmten Bedingungen moglich ist.
Die weitere Trennung der aliphatischen Aminosauren wird daher am besten
nach der im folgenden Abschnitt beschriebenen Formaldehydmethode an
der Aluminiumoxydsiule vorgenommen.

2) Die Adsorption der neutralen Aminosduren an Aluminiumoxyvd
(Formaldehydmethode).

Von Th. Wieland?® wurde gezeigt, daBl Aluminiumoxyd nach Be-
handlung it Siaure anionotrop wird, d. h. die sauren Aminosduren zu ad-
sorbieren vermag, jedoch nicht die basischen und die neutralen. Es war
daher bisher nicht mdéglich, die neutralen Aminosiuren untereinander durch
Adsorption an Aluminiumoxyd zu trennen. Es ist nun bekannt, dal} durch
Zusatz von Formaldehyd das py (= pg, bei dem 509, Dissoziation vorliegt)
der a-Amino-Gruppe der Eiweillbausteine wéitgehend in das saure Gebiet
verschoben wird. Diese Verschiebung geht so weit, dal die Aminogruppe:n
sich mit Phenolphthalein als Indicator (Umschlagsgebiet p;; 8—10) unter
Abgabe von H+-Ionen wie eine Siure titrieren lassen (Formoltitration nach
Sérensen). Dies brachte uns auf den Gedanken, ob nicht die neutralen
Aminosiuren in Gegenwart von Formaldehyd sich auch bei der Adsorption
wie Sduren verhielten und auf diese Weise ihre Trennung in der anionotropen
Aluminiumoxydsidule moglich wire. Die Verschiebung des py-Wertes durch
Formaldehyd ist bei den einzelnen Aminosiuren verschieden stark aus-
gepriagt. Die aus der Literatur?3) bekannten Werte sind in Tafel 7 zusathmen-
gestellt.

Tafel 7.

Verschiebung des py der a-Amino-Gruppe

i G-
Aminosiure Pk in Wasser 1°<>I:ﬁ1i;11c§)11¥<r1?;;sg.
]

Glykokoll ............ 9.60 5.92
Serin ....... ... 9.15 5.63
Alanin .............. 9.68 6.96
Valin ............... 9.64 7.47
Leucin .............. 9.60 7.10
Prolin ............... 10.60 7.73%)

*) Gemessen in 10-proz. Formaldehyd-Tsg.

Man sieht, dafl die py-Verschiebung bei Glykokoll und Serin viel weiter-
geht als bei den anderen Aminosiuren. Dies mag darauf beruhen, dat
Glykokoll die einzige Verbindung dieser Gruppe ist, bei der die Aminogruppe
an ein primires C-Atom gebunden ist, so daB hier die Reaktion mit Form-
aldehyd gegeniiber der anderen Aminosiure sterisch begiinstigt ist. Die
Sonderstellung des Serins beruht wahrscheinlich darauf, daB die Formaldehyd-
Verbindung durch Bildung eines Fiinfringes mit der $-stindigen Hydroxyl-
gruppe stabilisiert wird.

1) C. L. A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids and Proteins. Springfi:ld
Baltimore 1938,
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H,C—OH 1,C—0
| i >CH,

HC--NH, -+ OCH, T—> HC—N
CO.H ¢o,H

Die Bildung solcher Oxazolidine wurde vonI,. Knorr und H. Matthes!4)
bei der Einwirkung von Aldehyden auf 1-Amino-2-oxy-Verbindungen be-
obachtet. Es handelt sich um leicht spaltbare Verbindungen, die in ihrem
Verhalten den Aldehyd-Ammoniaken entsprechen.

Die Adsorptionsversuche zeigten nun, dafl die einzelnen aliphatischen
Aminosduren sich tatsiachlich so verhielten, wie es nach ihren p,-Werten
zu erwarten war: Glykokoll und Serin werden in 10-proz. oder hoherer
Formaldehyd-Iosung sehr fest an das anionotrope Aluminiumoxyd ad-
sorbiert, die anderen Aminosduren hingegen nicht, so dal} eine quantitative
Trennung moéglich wurde.

In einer Reihe von Versuchen wurden nun die Voraussetzungen ermittelt
fiir die sichere Abtrennung des Glykokolls und Serins von den iibrigen nach
der Kohleadsorption noch vorhandenen Aminosiuren. Zunichst wurden die
optimalen Bedingungen fiir die Adsorption des Glykokolls festgestellt und
dann das Verhalten der anderen Aminosduren unter denselben Bedingungen
einzeln gepriift. Wir arbeiteten mit den gleichen Adsorptionsrohrchen wie
bei den Versuchen 1nit Kohle. Als Adsorbens bewihrte sich das Aluminium-
oxyd von Merck, das nach der Vorschrift von Th. Wieland mit Salzsiure
behandelt wurde und frei von stickstoffhaltigen Stoffen war. Als Standard-
Methode benutzten wir 10 g dieses Aluminiunioxyds, das in der iiblichen
Weise in die Réhrchen eingefiillt wurde. Die Schichththe betrug dann 10 cm.
Die nicht adsorbiérten Aminosiduren bestimmten wir wieder nach der Mikro-
Kjeldahl-Methode; sie konnen auch direkt in der Formol-Losung mit
Natronlauge nach S6rensen titriert werden, jedoch ist dieses Verfahren
weniger sicher, da das Aluminiumoxyd stets kleine Siauremengen abgibt,
die aus der Vorbehandlung mit Salzsiure stamimen. Die adsorbierten Anteile
ergeben sich als Differenz der eingesetzten und der durchgelanfenen Menge.
Zur Sicherheit wurden die adsorbierten Aminosduren stets direkt bestimmt,
inden wir das Adsorbat mit 0.5-n. Kalilauge auswuschen und die Kjeldahl-
Bestimmung in dem Eluat durchfiihrten.

Tafel 8.
Einflufl der Formaldehyd-Konzentration auf die Adsorption des
Glykokolls.
Adsorbens: 10 g Aluminiumoxyd Merck mit HCl vorbehandelt. Vor der Adsorption
wurde die Sdule mit 50 cem der entsprechenden Formaldehyd-Lésung gewaschen ;

P 7—S8.
e | y Oyl e g l ; os Clvkok
Cormaldelvd. I Glykokoll-N | 1y (,1_\11\101\011»‘\ .-\(llsor};wrttt.s I(\,li\ 11\()1\011
' < - L e im Fluat cluiert mit Kalilauge
Konzentration | angewandt o B -
o ! 3 > BTy g a1 Ge W
der Losung my ! 1 _],hmt . ..._I,luat mg N % . angew.
(25 cem) | (25 com) | Menge
10-proz. ....... 0.427 i 0.0 0.0 0.420 l 98.4
>-proz. ....... 0.658 0.019 ( 0.130 | 0.514 ! 62.2

1) B. 34, 3488 [1901].



352 Schramm, Primosigh: Uber die quanditulive

:Jahrg. 76

Die in Tafel 8 dargestellten Versuche zeigen, da@ in 10-proz. Formaldehyd-
Lisung das (Glykokoll so fest adsorbiert wird, dafl es mit 50 cem Tornaldehyd-
Léisung vom py 7---8 auch nicht spurenweise ausgewaschen wird. Die weitere
Lirhéhung der Formolkonzentration brachte keine Vorteile. In S-proz. Form-
aldehvd-Lisung ist die Haftfestigkeit des Glykokolls bereits deutlich ver-
miadert.

Fiir die sichere Adsorption mull weiterhin ein bestimmter py-Bereich
fiir die I,0sung eingehalten werden. Aus den Versuchen (Tafel 9) geht hervor,
dal} bei py 3 oder im alkalischen Gebict oberhally py 9 das Glykokoll kaum
roch festgehalten wird.

Tafel 9.
EinfluB des py auf dic Adsorption des Glykokolls.
10 ¢ Aluminiumoxyd vor der Adsorption mit 50 cem der zu priiffenden Spiilfliissigkeit

gewaschien,
Znsammensetzung der Adsorbiertes Glykokoll
Spiilfliissigkeit Angewandtes nach Spiilung mit 50 cem
Glvkokoll
CHLO , . . mg N . 00 der angew.
Kowz. Puffermischung I mg N Menge
109, m'-Acctat 30 1.072 0.049 4.0
109 verd, NaOH ~%5 0427 0420 PAR
(Phenolphthalein
schwach rosa)
109, verd. NaOH T4 1.090 0,638 38.5
(‘Thymolphthalcin
«lunkelblau)
| LIRA m’g-Borat 9.5 1.072 0,022 . 21

Fiir die Adsorption erwies sich demmnach cin py 7 -8 am giinstigsten,
das daher hei allen weiteren Versuchen eingehalten wurde. Die Priifung
der einzelnen Aniinosduren ergab, dall Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin und
Prolin beim Durchwaschen der 10-g-Siule mit 50 cem Formaldehyd-Losung
vollstindig eluiert werden. In Tafel 10 sind die mit 20-proz. Formaldehyd-
Liésung durchgefiihrten Versuche wiedergegeben, aus denen hervorgeht, dal

Tafel 10,
Verhalten der aliphatischen Aminosiuren bei der Adsorption in
Formaldehyd-Ldsung.
Versuchshedingungen wic bei Tafel 8 angegeben.,

ey —————— — T
Menge Spiil- Eluicert my N Gesamt- || Adsorbicrte
Aminosiure fliissig- | 1. Eluat | 2. Bluat | cluat. % dcri Menge
my N keit 23 ¢cem 25 com |angew. Mengg  mg N#)
Alanin ........ 0,674 0.590 0.078 99.1 - 0.0
Prolin ......... 0.588 0.380 0.0 99.7 0.0
Valin ........ 0362 [L20PTO% ) 345 0.018 9.4 0.0
. CH,O o . ’
Louein ... ., 0.910 2 0.830 0.038 97.6 0.006
Isoleucin ..... 1.734 1 1.692 0.033 UUR 0.010
Glykokoll . .... 0.427 10-proz. | 0.0 0.0 0.0 0.420
Serin L., 0.448 } CH,O 0.0 0.0 0.0 0.449

#) Bostimmit nach der Flution mit 0.5-n. KOH.
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selbst bei dieser hohen Aldehyd-Konzentration keine Adsorption stattfindet.
Glvkokoll und Serin werden unter den gleichen Bedingungen nicht eluiert.

Dic Hochstgrenze an Glykokoll und Serin, die noch sicher abgetrennt
werden kann, betrigt 0.78 mg Glykokoll-N bzw. 1.03 mg Serin-N. Wird
dieser Wert erreicht, sollte die Trennung mit dem Eluat nochnials wiederholt
werden. Die Trennung eines Aminosdauregemisches leferte folgendes Ergebnis:

Tafel 11.

Trennung cines Gemisches der aliphatischien Aminosiduren,
Aslsorbens: 10 g Aluminiumoxyvd. Aminosiuren: 1. Gruppe Glycin - Serin = 0.783mg N,
2. Grupp> Alavin & L ucin - Valin -- Isoleucin = 1.098 mg N.

my N eluiert mit 50 cem N adsorbiort
v ads .
10-proz. CH,O, pyiy 7 -8 mg - f“ ‘\f)r )ur.
- - — - (nach Elution mit
L Hluat (F,) 2. Eluat (1%) Kalilauge bestimmt
(25 cem) (25 cem)
1.056 0.050 0.7906
Svmme Yo By 1.106 mg N
o dl Theorie (o000 100.7 1019,

Fine quantitative Trennung ist also mit verhidltnismiBig wenig Alu-
minjiumoxyd moglich. Durch Verdopplung der Aluminiumoxydmenge und
des Elutionsvolumens 148t sich die Trennung noch sicherer gestalten. Der
in Tafel 12 wiedergegebene Versuch zeigt besonders deutlich den groflen
Unterschied in der Adsorbierbarkeit zwischen Glykokoll -I- Serin einerseits
und den itbrigen Aminosiuren andererseits, da das dritte Kluat vollkommen
stickstofffrei ist.

Tafet 12
Trennung cines Gemisches der aliphatischen Aminosiuren.
Minge des Adsorbens: 20 ¢ Aluminiumoxyvd., Verwendet: Aminosiuremengen wie in
Tafel 11.

mg N eluiert mit 100 cein 10-proz. . .
CH.O-List o mg N adsorbiert,
. : A . bestimmit
1_. Iluat | ._._luluut 3. Bl at wie Tafel 11
(30 ccn) (25 cem) (25 cem)
1.074 0.032 0.00 .80+

Summe . Fluate T3 1.106 myg N
0, d. Theorie ... ..., ‘ o790, 1020,

Da es sich bei den Formaldehydverbindungen der Aminosiduren um
cine sehr lockere Addition handelt, kann der Aldehyd aus den Léstungen der
Aminosdauren leicht durch Destillation oder auf anderem Wege entfernt
werden, so dall die weitere Analyse ohne Storungen durchfithrbar ist. In
der Glykokoll-Serin-Fraktion konnte das Glykokoll colorimetrisch nach
Klein und Linser?), das Serin nach Rapoport) bestimmt werden. In

13) Ztschr. physiol. Chem. 205, 231 (1932,
16) Biochem. Ztschr. 289, 406 11937,
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dieser Fraktion sollten u. U. auller dem Serin auch andere seltenere 3-Oxy-
aminosiuren auftreten, wenn die anfangs (S. 380) gedullerte Ansicht iiber
die Reaktionsweise des Formaldehyds mit «-Amino-3-oxy-Verbindungen zu-
treffend ist. Fiir die Aminosiuren der zweiten, nicht adsorbierten Gruppe
bestehen z. T1. ebenfalls gute Bestimmungsmethoden. So kdnnen Prolin
und Oxy-prolin, die nicht mit Salpetriger Sdure reagieren, aus der Differenz
des Gesamt-N und des Amino-N nach van Slyke bestinunt werden. Wemn
die Zahl der Aminosiuren in dieser Fraktion beschriankt ist, konute ihre
Konzentration nach der optischen Methode von Tiselius gemessen werden.

Nach diesen bisher nur an kiinstlichen Mischungen der verschiedenen
reinen Aminosiduren durchgefiihrten Versuchen ergibt sich etwa folgendes
vorliufiges Schema fiir die Trennung eines Eiweihydrolysats:

Schema der Aminosduren-Trennung.

Hydrolvsengemisch adsorbiert an

1. Gruppe

Y P
Arginin
Filtrol-Neutrol imm Adsorbat nach Turba —————> Lyvsin
Histidin
Fluat adsorbiert an
i 2. Gruppe
Aluminiumoxyd Glutaminsiure
anionotrop im Adsorbat nach Wicland ——> Oxyglutaminsinre
Asparaginsiurc
Cvstin

Fluat adsorbiert an
| 3. Gruppe
Y e
) ['ryptophan
Aktivkohle im Adsorbat > Tyrosin
' Phenylalanin

Eluat adsorbiert an

v

Aluminiumoxyd
anionotrop -109% CH,O im Adsorbat

4. Gruppe

Glykokoll
Serin

Y

5. Gruppe
im FKEluat —® DProlin
Oxyprolin
Alanin
Valin
Ieucin

Isoleucin

Es sind Versuche im Gange, die bisherigen Lrfahrungen auf die Auf-
arbeitung eines natiirlichen Hydrolysengemisches zu iibertragen, da ein
Analysengang auf chromatographischer Grundlage allen &dlteren Verfahren
z. B. von E. Fischer oder Dakin an Einfachheit der Durchfiihrung und
an Genauigkeit weit iiberlegen ist.
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Beschreibung der Versuche.

Die Aminosiuren kamen mit Ausnahme vor synthetischem Leucin und Methionia
als natiirliche I-Formen zur Anwendung. Sie wurden durch Umkrystallisieren oder durch
Chromatographie gereinigt. Simtliche anderen Reagenzien erwiesen sich nach ent-
sprechender Reinigung als stickstofffrei.

a) Trennung des Tryptophans, Tyrosins und Phenylalanins von den
aliphatischen Aminoséduren.

Herstellung der Adsorptionskohle: Carbo aktivat. granulatus (Schering:
wird in einer Reibschale gepulvert und durch ein Sieb mit der Maschenzahl 28/qem von
d:on gréberen Anteilen befreit. Aus dem erhaltenen Kollepulver werden durch Sieben
mit einem groben Tuch die feinsten Anteile entfernt. Man erhdlt dann ein Pulver von
mittlerer Korngrife, welches bei einer Sdulenhghe von 4 ¢cm eine DurchfluBgeschwindig-
keit von 4—5 Tropfen je Min. zeigen soll. Zur Entfernung der in der Kolle enthaltenen
Stickstoffverbindungen wird diese mit der 5- bis 10-fachen Menge 20-proz. Essigsdurc
cinige Min, zum Sieden erhitzt, heil abgenutscht und mit heilem Wasser gewaschen,
bis in der Spiilfliissigkeit nach demn Veraschen kein Stickstoff nachweisbar ist. In der
Regel ist dies sclion nach 2- bis 3-maligem Waschen der Fall. Die gereinigte Kohle wird
in Wasser suspendiert und mit 50 mg Kaliumecyanid je 100 g Kohle einige Min. auf 60°
erwirmt. Hicrauf wird abgesaugt und mit heiem Wasser wiederholt gespiilt.

Durchfithrung der Trennung: Die Chromatographierrohrchen haben einen
Durchmesser von 12 mm und cine Linge-von etwa 250 mm. Nach dem Verschilie8en
der unteren Offuung durch einen Wattepfropf werden 2 g Kolile in wiiBr. Suspension in
dije Rohrchen eingefiillt und die iiber der Siule stehende Fliissigkeit unter schwachem
Saugen entfernt. Nach dem Absetzen der Kolle erliilt man durch leiclhites Klopfen an
der Glaswand eine gut ausgebildete Sdule von 4 cm Liinge. Die feinen Anteile der Kohle,
welelie an der Wand des Glasrohrs haften bleiben, werden durch Spiitlen mit Wasser und
Absaugen der Spiilfliissigkeit it einer Pipette entfernt.

Vor der Adsorption wird die Sdule mit 50 cem 5-proz. scm
FEssigsdure unter schwachem Saugen durchgewaschen,

Wenn die Spiilfliissigkeit so weit abgelaufen ist, dal sie
gerade noch die Siule bedeckt, wird das zu trennende
Aminosiuregemisch, das in einem Volumen von 2--—5 cem
enthalten ist, aufgetragen. Nachdein die Losung in die
Kiule eingedrungen ist, spiilt man 2-mal mit je 3 cem
5-proz. Essigsdure sorgfiltig die Glaswand ab und cluiert
dann mit insgesamt 50 cem 5-proz. Essigsidure die
aliphatischen Aminosiuren. Diec nach Auftragen der
Aminosiureldsung ablaufende Flissigkeit wird in einem
50-ccni-MeBkolbchen aufgefangen und in cinem aliquoten
Anteil der Stickstoff nach der Mikro-Kjeldahl-Methode
bestimmt., Zur Elution der aromatischen Aminosiuren
werden 300 cem 3-proz. Phenollésung in 20-proz. Essig-
siure verwendet. Die iiber der Siule stehenden Reste der
5-proz. Essigsiure koénnen vorher durch Abpipettieren
cntfernt werden. In dem Eluat wird wiederum in einem
aliquoten Teil der Gesamtstickstoff der aromatischen
Aminosduren bestimmt, Wenn dasPhenylalanin bestimmt
werden soll, wird die Elution mit 100 ccm 20-proz.
Yissigsdure bei 70° vorgenonunen. Hierzu wird das
Chromatographierrohr in einen wassergefiillten Warme-
niantel aus Jenaer Glas eingesetzt, dessen seitliclier An-
satzdurcheinen Bunsenbrenner erwirint wird (s. Abbild.).
Hohere Temperaturen empfehlen sich nicht, da die Siule Abbild. Wirmemantel fiir
durch die sich entwickelnden Gasblasen zerrissen wird, Chromatographierrohr.
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Die Menge der aromatischen Aminosiduren, die von 2 g Kohile uater den beschri-
benen Bedingungen festgohalten wird, betrigl etwa 2.6 mg N, Zur FErmittlung dieser
Hoehstgrenze warde die Siule mit cinem UberschuB eines Gemisches der drej aromatischen
Aminosiuren versctzt und der nach Elution mit 50 ccm 3-proz. Essigsidure in der Sidvic
verblieberne Rest bestimmt.

Angewandte Menge: 1,155 mg Tryptophan-N @ 0.778 mg Tyrosin-N - 0.797 my
Phenvlalar in-N :- 2,730 myg Gesamt-N, Hiervon adsorbiert 2,628 mg N,

b) Trennung des Glykokolls und Serins von Alanin, Valin, Leucin, Iso-
leucin und Proliu. )

Die 10-proz. Formaldehyd-Losung wird aus dem kiuflichen 40-proz. Formalin
(Schering) hergestellt, nachdem dieses vorher durch Destillation bei gewdhnlichomn
Druck gereinigt ist. Dic Konzentration des stickstofffreien Destillats betrigt ctw.
30 Gew.-9. 100 cem der 10-proz. Formaldehyd-Losung diirfen nach der Veraschu g
keine nachweisbare Stickstoffmenge enthalten. Dic 10-proz. Formaldehyd-Iésung wird mit
einigen Tropfen Phenolphthalcinlosung versctzt und mit 1-n. KOH auf blafirosa titricrt.
Das pp dizser Losung betrigt mit der Glaselektrode gemessen ctwa 8.5, Aluminiumox:d
reinst wasserfrei (Merek) wird nach der Vorschrift von Th. Wieland?) mit HCl vo--
behandelt.

Ausfithrung der Trennung: Die Trennung wird zweckmifig mit 20 g des vor-
behandelten  Aluminiumoxyds durchgefiihrt, die in cin Chromatographierrohr von
17 mm Durchmesser und 300 mm Linge eing:fiilllt werden. Man spiilt die Saule vor d
Adsorption mit 100 ccm der neutralisierten 10-proz. TFormaldehyd-Lésung. Das Gemisch
der Aminosiiuren wird in héchstens 5 ecmt 10-proz. Formaldeliyd-Lésung, die ebenf:ils
mit 1-n. KOH neutralisiert ist, zur Adsorption gebracht. Nachdem die Loésung in i
Siule cingedrungen ist, spiilt man das Réhrchen 2-mal mit je 3 cem Formaldehyd-Losvryg
und eclujert dann mit weiteren 94 cem (ingesamt 100 ecm) der neutralisicrten Form-
aldehyd-Losung, dic in einem 100-ccm-MeBkolben aufgefangen wird. Nach dem W .chs 1o
der Vorlage werden das Serin und Glykokoll mit 50 cem 0.5-n. Kalilauge cluiert.

Um zu priifen, welche Mengen an Glykokoll und Serin unter den angegebe en
Bedingungen noch sicher festgehalten werden, wurde eine Siunle aus 10 g Alumiriumoxyd
mit vinem GberschuB an Glykokoll und Serin versetzt und mit 50 cem 10-proz. Form-
aldehyd-Iésung ausgewaschen, Bej einem Versuch mit Glykokoll verblieben in der S 1
0.78 mg N, was ciner M:nge von 4.18 mg Glykokoll entspricht. Bei einem Versrch
mit Serin verblieben in der Sdule 1.63 mg N (= 12.3 mg Serin).

59. Géza Zemplén, Rezs6 Bognar und Ivan Székely:
Siynthese des Salipurposids und des Isosalipurposids.
"Auns d. Organ.-chiem. Institut d. Techn. Universitit Budapest.
(Birgegangen am 9. Februar 1943)

Bei den chemischen Untersuchungen iiber Salix-Arten fanden Charaux
und Rabaté?) in der Rinde der Salix purpurea L. auller dem lingst be-
kannten Salicin zwei neue Glykoside, die sie mit den Namen Salipurposid
bzw. Isosalipurposid?) belegten. Das letztgenannte Glvkosid begleitet
nur in den alteren Rirden der Biaume das Salipurposid.

Beide Verbindungen gaben bei der Hydrolyse mit 2-proz. Schwefelsiure
als Zuckerkomponente d-Glucose und als Aglykon das sogenannte Sali-
purpol, das bei den spiateren Untersuchuingen der Autoren als Naringenin

1} Compt. rerd. Acad. Sciorces 192, 1478 19317,
3 Compt. rend. Acad. Sciences 196, 816 {10330



