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Den1 unter der .Leitung ~ o n  Hrii. Dozent Dr. E. W i e s e n b e r g e r  
stehenden Mikrolaboratorium danke ich fur die A4usfuhrung der Mikro- 
analysen. Fraulein G. S c  h w e g l  e r sei fur ihre tleirjige und geschickte 
Mithilfe bei den l'ersiichen besteiis gedankt. 

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

1. Gruppe 
(Aromatische 
Aminosiiuren) 

Tryptophan 
Tyrosin 
Phenylalanin 

75. Gerhard  S c h r a m m  und Josef P r i m o s i g h :  Die Adsorptionsanalyse 
der Aminosauren, 11. Mitteil."): Die Gruppentrennung des Gesamtgemisches. 
[Aus d. Arbeitsstatte fiir Virusforscl~ung (I. Kaiser-Wilhelm-Institute fur Biochemie 

11. Biologie, Herlin-Dahlem.] 
(Eingegangen am 16. Mai 1944.) 

Die genaue Keniitiiis der Aminosaurezusammensetzung der Proteine 
ist fur viele Fragen der Eiweirjchemie von eiitscheidender Bedeutung. 
Die bisherigen chemischen Verfahren zur Trennung der Aminosauren 
s in6  aufierst langwierig und ungenau und erfordern verhaltnismafiig 
groRe Proteinmengen. Durch Anwendung der chromatographischen Ad- 
mrptionsanalyse gelang es nun, die Gesaintanalyse aller in Eiweirjstoff en 
vorkommenden Aniinosauren auf eine neue Grundlage zii stellen, die 
eine sichere rind bequeme Analyse kleiner Proteinmengen ermoglicht. 
Hierbei erfolgt eine Trennung der Aminosauren in fiinf Gruppen, von 
denen jede niir eine geringe Anzahl funktionell zusammengehoriger 
Aniinosauren umfarjt. Die einzelnen Trennungen erfolgen in theoretisch 
dr~rchsichtiger Weise, so daB auch das Verhalten bisher nicht beriicksich- 
tigter Batisteine mit grol3er Sicherheit vorausgesagt werden kann. Nach 
irnseren Versiiclien hat sich der im folgenden Schema dargestellte Ana- 
lysengang als der zwcckmarjigste ergeben: 

2. Gruppe 3. Gruppe 4. Gruppe 
(Basische (Seure 
Aminoslluren) Aminoskuren) 

Arginin Aspnraginsiiure Serin 
Lysin Oxyglotaminsiiore Threonin 
Histidin Glutaminsaure Cystein 

Glykokoll 

A bsorbens 

Im Adsor- 
bat enthal- 
ten 

V0n 

R e i h e n f o l g e  d e r  A d s o r p t i o n e n .  - 
Aluminiumoxyd Aluminiumoxyd 

anionotrop u. Formaldehyd Aktivkohle I Silicaget I Rest 

5. Gruppe 

Alanin 
Valin 
Imcin  
Isoleucin 
Proljn 
Oxyprolin 

der A k t i v k o h 1 e werden niir die Aminosauren adsorbiert. die 
cinen aromatischen Ring enthalten, unabhangig davon, wie dieser sub- 
stituiert ist *). Das S i 1 i c a g e  1 adsorbiert als saures Adsorbens die Amino- 
sauren, die neben der a-Amino-Gruppe eine zusatzliche basische Gruppe 
enthalten. Von dem anionotropen A 111 ni  i n i u m  o x y d werden dagsgen 
nur die Aminodicarbonsauren zuriickgehalten. Die vierte Gruppe enthglt 

9 I. Mitteil. B. 76, 373 [1943]. 
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Aminosauren, die mit F o r m a 1 d e h y d eine bestandige Verbindung ein- 
gehen *). Neben Glykokoll sind dies die a-Aminosiiuren, die in &Stellung 
eine Oxy- oder Sulfhydrylgruppe enthalten. Der verbleibende Rest ent- 
Iiiilt die aliphatischen neutralen Aminostiuren, wobei der aliphntische 
Rest verzweigt oder uaverzweigt oder rnit der a-Amino-Gruppe zum Ring 
geschlossen sein kann. 

Bei der Ausarbeitung des Analysenganges waren folgende Gesichts- 
punkte maagebend: 1) Zur Vermeidung grofierer Mengen an Wasch- 
flussigkeit wurde bei jeder Trennung nioglichst wenig Adsorbens vcr- 
wendet. 2) Die Analyse mufite so geleitet werden, da13 keine Anhaufung 
von Salzen in der Aizalysenfliissigkeit ststtfand, d a  eimge der verwen- 
deten Adsorbenzien, insbesondere das Silicagel und das Aluminiumoxyd, 
gegen Neutralmlze empfindlich sind. Es wurde daher auch ein Ver- 
fahren ausgearbeitet, um u. U. in der Losung vorhandenes Ammoniak ohne 
AlkaliiiberschuB zu entfernen. 3) Besonders sorgfaltig muBte das Ver- 
halten des Cystins gepruft werden, d a  es  in \Vasser nur wenig loslich ist 
und aul3erdem leicht zu der entsprechenden Sulfonsiiure oxydiert wirtl. 

Bei'aer Analyse des Saurehydrolysates eines Eiweihtoff es mu13 die 
Adsorption an  Aktivkohle an  erster Stelle erfolgen, d a  sonst die sauren 
Zersetzungsprodukte des Tryptophans, die von der Kohle vollstandig 
zuriickgehalten werden, eine Storung des weiteren Trennungsganges 
verursachen wiirden. Um eine Oxydation des Cystins durch die Kohle zu 
vermeiden, mu13 die Adsorption in schwefelwasserstoffhaltiger Losung 
vorgenommen werden. 

Die nun folgende Abtrennung der basisciien Aminosauren kann rnit 
einer Reihe verschiedener saurer Adsorbenzien vorgenommen werden, 
z. B. der Bleicherde Filtrol-Neutrol '), kationotropem Aluminiumoxyd '), 
saurem Wofatit ">, Permutit4) oder Silicagel ">- Mit Filtrol-Neutrol -ist die 
Abtrennung der basischen Aminoauren vollstandig, jedoch scheint nach 
unseren Versuchen eine befriedigendt Elution rnit stickstofffreien Elu- 
tionsniitteln nicht moglich zu sein (Tafel 1). Wegen der guten Durch- 
lassigkeit und der leichten Eluierbarkeit des Adsorbates verdient die 
Silicagelsaule nach unseren Erfahrungen bei weitem den Vorzug. Es ist 
allerdings zu beachten, daB an Silicagel in gleicher Weise wie die basi- 
schen Aminosauren auch andere Kationen, wie z. B. Natrium-Ionen, adsor- 
biert werden und das  Bin'dungsvermogen fur die gesamten anwesendeii 
Kationen nur beschrankt ist (Tafel 2). Durch Vorbehandlung des Adsor- 
bens mit Essigsiiure mu13 vor der Adsorption storendes Alkali entfernt 
w-erden, d a  in alkalischer Losung das Histidin wegen der schwach basi- 
schen Eigenschaften des Imidazol-N nicht adsorbiert wird. 

Die Abtrennung der sauren Aminosauren kann rnit rerpchiedenen b d i -  
schen Adsorbenzien erfolgen. Von diesen bewahrt sich das  nach dem 
Vorschlag von Th.  W i e l a n  de)  durch Behandlung rnit Salzsaure her- 

_ _  - - _ _ _ _ - _ _  _ _ _ _ _ _  

') F. T u r b a ,  €3. 74, 1829 [1941]. 
2) Th. W i e l a n d ,  Ztschr. physiol. Chem. 273, 24 119421. 
3) K. F r e u d  e n b e r g  , Naturwiss. 30, 87 [ 19421. 
4) J. C. W h i t e  h o r n , Journ. biol. Chem. 56, 751 [1923]. 
5 )  G. M. S e h w  ab u. K. J o c k e r s :  Angew. Chem. 50, 546 [1937]. 
6) B. 75, 1001 [1942]. 



gestellte anionotrope Aluminuniosyd am besten. Da die Glutaminsaure 
in neutraler oder schwach snurer Liisuiig leiciit einen RingschluB zur 
Pyrrolidoncarbonsaure erleidet, war zu priifen, ob hierdurch die Analyse 
gestiirt wird. Dies ist niclit der Fall. Die Pyrrolidoncarbonsaure unter- 
scheiclet sich in ihrem Adsorptionsverhalten nicht nierklich von der 
Glutaminsgure. W i e 1 a n d fmd ,  clalj init den Aminodicarbonsauren auch 
das Cystin vom anionotropen Aluininiurnoxyd zuruckgehaltep wird. Dies 
beruht wahrscheinlich darauf, da13 das Cystin bei dem in der Saule herr- 
schenden pa unliislich ist '). Bei Anwesenheit von Schwefelwasserstoff 
wird das Cystin zu Cystein reduziert, das  die Aluminiumoxydsiiule ohne 
Hemmung passiert. Die Adsorption des Cysteins an  das anionotrope 
Aluminiumoxyd gelingt jedocli mit Sicherheit in Formaldehydlosung. 
Dieses Verhalten entspricht den1 des Serins und Threonins. Bei allen 
diesen Aminosauren w i d  duroh Formaldehyd die Dissoziationskonstante 
der a-Amino-Gruppe stark heiabgesetzt, so daB sie in neutraler Losung 
vollstandig als Anionen vorliegen und soinit fest an das anionotrope 
Aluminiumoxyd gebunden werden. Die Stabilitat der Formalde4ydver- 
bindung dieser 8-substituierten Aminosauren ist wohl darauf zuriickzu- 
fiihren, daB sich ein relativ bestandiger Oxazolidin- bzw. Thiazolidin- 
ring *) ambilde t . 

Die Gesamtanalyse laBt sich mit einer Genauigkeit von 2 bis 3 O / o  
tlurchfuhren, wie aus folgendem Versnchsbeispiel hervorgeht. 

A n a 1 y s e e i n e s A in i n o s ti u r e Q e m i s c h e s. 

Frakt.ion Fehler Adsorptionsmittel mg gef. 
theoret. "lo 

0.962 

3.336 

0.956 

0.990 f 2.9 

3.378 + 1.3 

~ Z q T  

1.182 1 - 2.5 5. Gruppe 
(ilanio, Isoleucin) . l -  

2. Gruppe 
(Arginin, Histidin, 

Lyein) . . . . . . . 
3. Gruppe 

(Glutamindure, As- 
peraginaure). . . 

Silicagel 

Aluminiumoxyd 

7) Tb W i e l a n d ,  Chemie 56, 213 [1943]. 
8 )  Fur die Bildung dieses Ringes sprechen such die Versuche von S. Ratner 

und H. T. Clarke, Journ. Amer. chem. SOC. 59, 200 [1937]. 
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXXVII. 29 

S u m m e  1 7.088 7.144 + 0.8 
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Die clironiatographische Aiialyse der Aminosauren ist sicherlich in 
vieler l-linsicht noch weiterer Entwicklung bediirftig. \2'ir glauben sber, 
dab die in der vorliegendeii Arbeit beschriebene Trennung in einzelne 
Gruppcn als Grundlage der Anslyse der Aminosauren ihren Wert behal- 
ten wird und die weitere Aiifgabe darin besteht, die abgetrennten Grup- 
pen in ihre Bestandteile aufzulosen. Hier ergeben sich noch viele offene 
Fragen, die aber zur Zeit von versrhiedenen Arbeitskreisen in erfolg- 
versprechender Weise bearbeitet werden. (F. T u r  b a und Mitarb?), 
Th. \Vieland ' ) ,  11'. Koscha ra ' " ) ,  A. T i se l iu s" ) ,  H. G o r d o n ,  
A. J. 1'. X a r t i n  u. R. L. 11. Synge").) Es wird weiterhin notwendig 
sein, die durch Stickstoffanalysen bestiminten Aminosaursn durch geeig- 
nete chemische oder physikalische Verfahren zu identifizieren. Fur  
manche Fragen wird aber die Grnppentreniiung als solche schon von 

rol3ein IVert sein, so z. B. fur die Feststellung der unter den Be- 
%ngungen der sauren EiweiBhydrolyse auftretenden Veranderungen von 
Aminosau~egrnijsclien. Untersuchungen hieriiber befinden sich im Gange. 

. - - .- - _ _ - -  - - ____ ~ 

Beschreibung der Versuche. 

A )  Durchfiihrung der Analyse. 

Die Voraussetzung zu einer erfolgreichen Durchfiihrung der Analyse 
ist, da8 alle benutzten Reagenzien und Adsorbenzien stickstofffrei sind. 
Der kiiufliche 40-proz. Formaldehyd wird durch Destillation bei gewohnl. 
Druck gereinigt. Der Eisessig wird iiber Phosphorsaure destilliert. Auch 
das Kaliumhydroxyd 13) und die Salzsiiiire sind vorher auf Anwesenheit 
stickstoffliaItiger Verbindungen zu priifen. Die Aktivkohle mu13 vor der 
Adsorption mit Essigsaure ausgekoclit werden. Ebenso ist es notwendig, 
das Silicagel durch Behandliing niit 28proz. Essigsaure zii reinigen. Das 
Aluminiunioxyd erweist sich in der Regel nach der iiblichen Vorbehand- 
lung als stickstofffrei. 

Falls nicht anders bemerkt, benutzeii wir bei den Trennungen Ad- 
sorptionsrohrchen mit einem Durchmesser von 12 inin und einer Lange 
\'on etwa 300 mm. Um das Aufwirbeln des Adsorbens und Substanz- 
verluste durch Benetzung der Rohrwand zu vermeiden, lassen wir die 
Aminmiiurelosiing durch einen Tropftrichter einflieoen, dessen untere, 
seitlich abgebogene Spitze unmittelbar uber der Oberflache des Adsorbens 
endete. 

Die Trennung der Aminosauren wird am besten mit einer Menge 
durchgefuhrt, die etwa 10 mg Stickstoff enthalt. Die zur EiweiBhydro- 
lyse verwendete Salzsaure muD misglichst weitgehend entfernt werden. 
Die Losung sol1 nach Moglichkeit nicht mehr nls zwei Saureaquiva- 
lente/hIol. StickstoB enthalten. 

9) Naturwiss. 31, 508 [ 19431. 
10) Ztschr. physiol. Chem. 280, 55 119441. 
11) Kolloid-Ztschr. 105, 101, 177 [1943]. 
12) Biochem. Journ. 37, 79, 86, 92 [1943]. 
13) Im Gegensatz zum Kaliumhydroxyd erwies sich das klufliche Natrium- 

hydroxyd hlufig als stickstoffhaltig. 
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Die Entfernung nnd quantitative Uestinimung des Ammoniaks wird 
durcli D.est.illation der fluchtigen Base ini Vuk. durchgefiihrt, wobei das 
Amm0nia.k in der ubhhei i  IVeise darch vorgelegte Saure aufgefangen 
wird. Ziir Verineiduizg eines Alkaliuberschusses wird die Losung mit 
eiriigen Tropfen Tliymolphthalein versetzt uiicl nur so viel Kalilauge ZIA- 
gegeben, daB die Losung gera,de blau gefarht wircl. In dem Mafie, wie bei 
der Dest.illatioii Amnioniak entweicht und die Losung sich entfarbt, l lSt  
man durch die Sirdecapillare writerc Mengcn n-KOH zufliefien. Nach 
diesem Verfa.hren lieB sich bei Kontrollbestimmungen rnit Ammonium- 
chlorid die vorhandene Menge Aiiimoniak selir genau hestimmen. 

Die a.mnioniakfreie LBsung der Aminosiiuren wird in einer Abdampf- 
scha.le eingeengt wid in 5, hoelistens 10 ccm 5-pr6z. Essigsiiiire a.ufge- 
nomnien. Zur Keduktion des Cystins wirtl in diese Losung bei 60' 
Schwefelwasserstofl eingeleitet. Bei Anwesenheit grofierer Nengen Cy- 
stin trubt sich die Liisung ,unter Abscheidung von kolloidalem Schmefel. 

Nnch dem Abkiihleii der Liisung erfolgt die Abtxennung der nr oma-  
t , i s cken  A m i n o s a i i r e n  an  der mit Schwefelwasserstoff vorbehan- 
tlelten A4 k t i v  k o  hle .  Die 4 cm lange Saule aus etwa 2 g pulverisiertem 
Carbo aktivat. granulat. (Sc h e r  i n g )  wird \vie friiller hergestellt *). Nach 
dem Auskochen der Kohle mit 20-l)roz. Essigsiiiure wird jedoch die ge- 
reinigte Kohle in Wasser suspendiert und in die Suspension ein kriiftiger 
H,S-Strom eingeleitet. Tor der A4dsorption wird die Saule mit 60 ccm 
5-proz. Essigsaure, die mit H,S ge&tt.igt ist, .unter schwachem Saugen 
durchgewaschen. Als Elutionsmittel wird ebenfalls eine rnit H,E gesat- 
tigte 5-proz. Essigsauk-e verwendet. Die Aminosiiuren der 2. bis 5. Gruppe 
sind in den ersten 50 ccm des Eluates enthalten. Die in der Saule ver- 
bliebenen aromatischen AminosLuren werden auf dem friiher angegebenen 
Wege *') eluiert. Die Losung der alipliatisclien Aminosauren wird nun 
a.uf dem Wasserbad in einer flachen Schale bis zu einem Vol. von etwa 
2 ccm, Jedoch nicht zur T r o c h e ,  eingeengt und dann im Vakuumexsic- 
cat.or iiber Kaliumhydroxyd von den letzten Resten der Essigsaure be- 
freit. Der Ruckstand wird in 6 ccm Wa.sser gelost. Bei Anwesenheit von 
viel Cystin mu13 etwas erwarmt werden, bis alles gelost ist. Die schwach 
saure Losung wird mit 0.1-n.KOH gegen Bromt.hymolblau auf Grun 
titriert; eine alkalische Reaktion ist unbedingt zu vermeiden, d a  hier- 
durch die Haftfestigkeit der basischen Aminosauren in der Silicagelsaule 
hera'bgesetzt wird. 

Zur Abtrennung der b a s i s c h e n  A m i n o s a u r e n  wird S i l i c a g e l  
(Merck)  benutzt. Das Material wird in gleicher Weise wie die Aktiv- 
kohle *) pulverisiert, gesiebt und durch wiederholtes Schlammen rnit 
Wasser von feineren 'Anteilen befreit. Um stickstoffha.ltige Verunreini- 
gungen und das storende Alkali zu entfernen, lafit man das Pulver v'or 
Gebrauch einige Tage in  20-proz. Essigsaure stehen. Na.ch dem Abgiehn  
der Essigsaure wird wiederholt mit W a m r  dekantiert, bis das PH der 
uberstehenden Losung etwa 6.0 betrQt .  Aus dem stickstoff- und alkali- 
freien Silicagel wird eine 10 ern hohe Adsorptionssaule hergestellt, wozu 
etwa 6 g trocknes Silicagel benotigt werden.. Die optimale DurchfluB- 
geschwindigkeit betragt bei Atmospharendsuck etwa 4 Tropfen je Mi- 
nute. Nachdem die Losung der Aminosauren in die Silicagelslule ein- 
gedrungen ist, wird niit Wasser nachgespiilt. Die Aminosauren der 3. 

~ . ~ - -~ .- ~ 

29 * 
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bis 5. Gruppe siiid yuantitativ i n  deli ersten 50 ccni des Eluates ent- 
halten. Die in der Saule verbliebenen 'basischen Aniinosauren werden 
am zweckmaBigsten niit verd. Saure herausgelost. Hierzu sind 100 ccni 
0.1-0.5-n.HC1 oder 100 ccm 20-proz. EssigsLure erforderlich. Die Lo- 
sung der Aniinosluren der Gruppen 3-5 wird auf dem W'mserbad bis zu 
einem Vol. voii 5-10 ccm eingeengt. Wenn niitig, wird neutralisiert und 
dann zur Heduktioii des Cystins bei GOo Schwefelwasserstoff bis zur Satti- 
gung eingeleit.et.. 

Ausdieser Losung werden die s a u  r e 11 A in in  o sa  u r  e n  mi  t a n i o n  o- 
t r o p e nl A 1 u in i n i u n~ o x y d abgetrennt. Diems wird nacli der Vor- 
schrift von \Vie 1 a n d  aus Aluniiniuinoxyd reinst, wasserfrei (M e r ck)  
durch Behandlung mit HC1 hergestellt. Die 10 em lange Saule a m  etwa 
10 g Rluininiumoxyd wird vor der Adsorption init 50 ccm Schwefel- 
wasserstoff wa.sser gespult. Die gleiche Losung wird auch zur Elution 
henutzt, naclidem die Losung der Ami,nosauren zugegeben ist. Zum Aus- 
waschen der neutralen Aminosauren der 4. iind 5. Gruppe genugen 
50 ccm fjchwefelwasserstoff wasser, bei Anwesenheit von Cystin mussen 
100 ccni a.ilgewendet werden. Die in der Siiule verbliebenen sauren 
Aininosauren konnen mit Salzsaure oder mit 25 ccni 0.5-n.KOH eluiert 
werden. Die Losung der neutralen Aniinosauren wird auf dem Wasser- 
bad a.uf etwa 5 ccm eingeengt und.clann mit so vie1 30-40-proz. F o r in a'l- 
d e h y d versetzt, daB eine 10-proz. Formnldeliydlosung entsteht. Zur 
Reduktion des wahrend des Abdanipfens gebildeten Cystins wird die 
Losung wiederum mit Schwefelwasserstoff bei 60O gesattigt und dam 
nach Zusatz von Bromthymolb1a.u rnit n-KOH auf Blaugrun titriert. Die 
Abtrennung des G l y k o k o l l s ,  S e r i n s ,  C y s t e i n s  11. T h r e o i i i n s  er- 
folgt a,n einer Saule aus 20 g anionotropeni Aluminiumoxyd in einem 
Chrornatographierohr von l i  mm Durchmesser. Vor der Adsorption wird 
die Saule mit 50 ccni neutraler 1Q-proz. Foriiialdehydlosung, die rnit 
Schwefelwasserstoff ges5ttigt ist, gespult. Die gleiche Losung wird auch 
nach Zugabe der Aminosauren zur Elution benutzt.. Der Durchlauf ent- 
halt in 100 ccni die neutra.len Aminosauren der 5. Gruppe. Die in der 
Saule verbliebenen Aminosauren der 4. Gruppe kiinnen rnit 50 C C ~  
0.5-n.KOH eluiert werden. 

~ ~ -. ~ .. .. . . __ -~ ._ 

B) Einzelversuche zum AnalySenpng. 
Im folgenden Abschnitt sind die wichtigsten Versuche angefuhrt, 

auf denen sich der angegebene Analysengang aufhaut. 
1 ) A b t r e  n n i i  n g d e r  a r o in a t i s c  h e n  A m i n o  s 2 11 r e n  d 11 r c h 

A d s o r p t i o n  a n  A k t i r k o h l e .  
Die Vollstandigkeit der Abtrennung des Tryptophans, Tyrosins und 

Phen ylalanins von Glykokoll, Alanin, Serin, Prolin, Methionin, Valin, Leu- 
cin und Isoleucin haben wir bereits beschrieben*). Es wurde noch das 
Verhal t en von Arginin, Ly sin, His t idin, Glut am inaure ,  Aspa r aginsau r e 
und Cystein gepruft, indem ein Gemisch dieser Aminosauren (1.79 mg N) 
unter den obeii angegebenen Bedingungen an Aktivkohle adsorbiert und 
mit 5-proz. Essigsaure eluiert wurde. Es enthielten das 1. Eluat (25 ccni) 
1.820 mg S, das 2. Eluat (2.5 ccni) 0.008 mg N. Gesamt-N eluiert: 1.828 mg 
(Fehler + 2 0 / 0 ) .  
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2 )  A b t r e n n i i n g  d e r  b a s i s c h e n  A m i n o s a i u r e n  d u r c h  s a u r e  
A d s o r  b e  n z i en .  

a) Ve r s u c  h e mi  t F i 1 t r o  1- N e u t r o l  : Die Abtrennungdes Arginins, 
Lysins und Histidins von den iibrigen Aminosauren mit Filtrol-Neutrol 
nach T II r b a gelingt einwandfrei. Es  ist jedoch schwierig, sie ohne Anwen- 
dung stickstoffhaltiger Losungsniittel wieder herauszulosen 14). Nach 
Tafel 1 ist eine vollstandige Elution niit stark alkalischer Phosphatlosung 
niiiglich. Diese ist aber aul3erst langwierig, da die Bleicherden in alka- 
lischer U s u n g  aufquellen und fast undurchliissig werden. so dalj die 
Elution sich tagelang.hinzieht. 

Tgfel 1. 
V e r s u c l i e  z u r  E l u t i o n  d e r  a n  F i l t r o l - N e u t r o l  a d s o r b i e r t e n  

V e r h u c I1 s b e d i n g u n g e n : 3 g Filtrol-Neutrol aurden auf eine Glasfritte 
11 G 4 aufgebracht, Arginin, Lysin und Histidin (Gesamt-N 6.04 mg) adsorbiert und 
rnit 106 ccm des entsprechenden Elutionsmittels gespiilt. 

b a s i s  c h e n  -4 m i  n o s a  11 r e  n. 

Elutionsmittel Vollstilndigkeit der Elution 
1 0 0  ccm in der angewandten Menge 

~~~~ ~ ~~ 

1-u.EssigsAure . . . . . . . . . . .  
20-proz. Fonnaldehydl6sung . . .  
1 -n.HCI . . . . . . . . . . . . . . . .  
0.5-n.KOH . . . . . . . . . . . . .  
I-n.KOH U. ' 1 1 5  ttt Na2HPOI (1 : 1) 

1 
1 

30 
85 

100 

b) V e r s u c h e  nit S i l i c a g e l :  Die Silicagelsaule wurde wie oben 
hergestellt und rnit Essigaure vorbehandelt. Es  kam zur Adsorption ein 
Gemisch von Arginin, Lysin unh Histidin (4.126 mg N) rnit Alanin 
iiiid Isoleucin (1.398 mg N). Es fanden sich im ersten Eluat (50 ccm H,O) 
1.408 nig N (1O0.lo/o der neutralen Aminosauren), im 2. Eluat (25 ccm 
H,O) 0.0 mg X. Die in der Saule verbliebenen basischen Aminoduren 
wurden niit 100 ccm 0.5-w.HC1 eluiert. Es wurde gefunden 3.940 mg N 
(980/0 der basischen Aminosauren). 

Entsprechende Versuche wurden rnit Gemischen der basischen 
Aminoduren rnit Glutaminshre, Serin und Cystin ausgefiihrt. Uberein- 
stimmend ergab sich, daS rnit 50 ccm Wasser die nicht basischen Amino- 
sauren quantitativ ausgewaschen werden. Es folgt dann ein mehr oder 
weiiiger groBes ,,leeres" Volumen, ehe die basischen Aminosauren im 
Eluat erscheinen. Die Elution der basischen Aminosauren gelingt voll- 
standig mit 100 ccm 0.1-n.HC1. Die SalzsBlure ist durch Eindampfen der 
Losung leicht zu entfernen, so dal3 hierdurch eine storungsfreie weitere 
Trennung des Gemisches der b'asischen Aminos%uren moglich wird. 

Tafel 2 zeigt, daD durch Anwesenheit von Kochsalz die Haftfestig- 
keit des Histidins am Silicagel stark vermindert wird. 

14) Eine u. U. im Adsorbens vorhandene stickstoffhaltige Verunreinigung kann 
ohne BeeintrBchtigung der Adsorptionsfahigkeit durch Erhitzen der Bleicherde in 
einer Porzellanschale auf 2500 entfernt werden. 



-12-1 Schrnn2 I ) ) ,  Pr i i t iosiyh:  / h e  .Iclsoi.l,tionsni,tl!/se [Jahrg. 77 

Tafel 2. 
F;influll cler S a l z k o n z e n t r a t i o n  a u f  d i e  A d s o r p t i o n  

d e s  H i s t i d i n s  a n  S i l i c a g e l .  

Ve  r s  u c h R b e d  i n g u  n g e n  : Normale Silicagelsaule 

.- . - .- 

XaCI 
in mg 

Menge der Kationen I mit 50 ccm%.JI 
eluiert Arginin Histidin mg Histidin 

mg mg 

I 

100 5.92 5.269 1.18 
200 1 5.923 1 10.538 8.635 

~- 

H,O-Eluat 

3j A b t , r e n n u n g  d e r  s a u r e n  A m i n o s a u r e n  d u r c h  a n i o n o t r o p e s  
A l u m i n i u m  o x y d. 

D ie  wichtigsten Versuche sind in Ta.fel 3 zusammengefafit. 

H,S-Eluat 
Cystin-N) 
50 ccm 

0.0 

0.008 

0.334 

0.248 
(-0.086) 

0.408 
(- 0.012) 

Tafel 3. 

A d s o r p t i o n s v e r s u c h e  m i t  a n i o n o t r o p e m  A l u m i n i u m o x y d .  

V e r s I I  c h s b e d i n g u n g e n : Slule aus 10 g Aluminiumoxyd. Nach dem Spii- 
len niit H,O bzw. H,S-geslttigtem Wasser wurden die Dicarbonsluren mit 25 ccm 
0.5-n.KOH eluiert. 

KOH-Eluat 
Dicarbonat- 

saure-N 

3.098 
(- 0.012) 

(- 0.022) 
1.952 

- 

- 

1.632 

(+ 0.060) 

Vers. 
Nr. 

M~~~~ (Glykokoll-N) 
Aminosauren 

in mg N 
25fcm I 25;cm 

1 3.110 I 0.0 - I O . O  
1 I Asparaginslure 

1 Glutaminskure 

0.334 

0.334 
0.816 

0.420 
1.362 1 1.572 

i :3 I Cystin 

4 Cystin 
Glykokoll 

5 Cystin 
GI ykokoll 
Asparaginslure 
Glutaminsaure 

I I I -1 

I 

0.0 I 0.0 

0.896 
(+ 0.080) 

1.410 

(+ 0.048) 

2 i Pyrrolidoncarbonsiiurel 
1.974 0.0 0.0 

Vers. 1 zeigt, da13 die Aminodicarbon&uren weder mit Wasser noch 
mit H,S-Losung eluiert werden. Die durch trocknes Erhitzen aus I-Glu- 
taminsaure hergestellte PyrrolidoncarbonsLure (Schmp. 180-182') unter- 
scheidet sich in ihrem Adsorptionsverhalten nicht merklich von der 
Ausgangssubstanz (Vers. 2). Nach W i  e l  a n  d kann das Cystin gemein- 



rng N in aufeioanderfolgenden Eluaten 
rnit H,S-haltigem Wasser 

3. Eluat 
25 ccm 

0.00 
1 -  

- ~. 

1. Eluat 2: Eluat 
100 ccm 50 ccrn 

1.760 0.082 - 
1.842 nig N = 99 O/,, Cystin-N 

4) A b t r e n n n n g  y o n  G l y k o k o l l ,  S e r i n ,  C y s t e i n  u n d  T h r e o n i n  
d ii r c h A d s o  r p t i o n a n  A 1 u ni i n i u m o s y d i n F  o r m a1 d e h p  d 1 o s u n g. 

Die in Tafel4 angefiihrten Versuchsbeispiele zeigen, da13 Threonin Is) 
iind Cystin, genau wie das friiher untersuchte Glykokoll und Serin*), 
auch rnit nahezu 100 ccm Formaldehydlosung nicht ausgewaschen werden. 

_. ._ - 

KOH-Eluat 
mg N 

0.368 
= 100°/, Glutaminsaure-N 

15) Fur die Oberlassung von Threonin danken wir Hrn. Dr. W a1 c h , Heidelberg. 



Aminosiiuren 

d,Z-Threonin 

76. Gerhard Schramm und Josef P r imos igh:  ober einige Versuche, 
die Adsorption der Aminosauren sichtbar zu machen. 

[Aus d. ArbeitsstLitte fur Vimsforschung d. Kaiser-Wilhelm-Institute fur Biochemie 
u. Biologie, Berlin-Dahlem.] 

(Eingegangen am 16. Mai 1944.) 

Die in der vorangehenden Arbeit ') beschriebenen chromatographi- 
schen Trennungen der Aminosauren arbeiten im allgemeinen sicher ge- 
nug, so daB auf eine optische Kontrolle der Adsorption verzichtet wer- 
den kann. Bei anderen analytischen Aufgaben und zur Prufung der be- 
nutzten Adsorbenzien mag es aber hin und wieder erwunscht sein, den 
Adsorptionsvorgang sichtbar zu machen. 

Der einfachste Weg hierzu ist die Bildung einer farbigen Verbin- 
dung der Aminosauren in der Saule. So kann man die Aminosauren da- 
durch sichtbar machen, daB man durch die Saule eine verdunnte Kupfer- 
acetatlosung flieBen 1aBt. Hierbei bildet sich eine blaue Komplexverbin- 
dung der Aminos%uren, wahrend in dem aminosaurefreien Teil der Saule 
kein Kupfer adsorbiert wird. Es l l B t  sich auf diese Weise zeigen, daB 
die sauren Aminosauren sehr fest a n  das anionotrope Aluminiumoxyd 
adsorbiert werden und nach dem Auswaschen der ubrigen Aminosauren 
in einer schmalen blauen Zone am oberen Rand der S h l e  enthalten 
sind'). Durch die Komplexbildung wird jedoch die Adsorption der 
Aminosauren gelockert, so daB hierdurch nicht das wahre Verhalten der 
freien Aminosauren wiedergegeben wird. Dies zeigt sich besonders deut- 
lich, wenn man versucht, die an Silicagel adsorbierten basischen Amino- 
sauren, insbesondere das Histidin, nach diesem Verfahren sichtbar zu 
machen. Man erhalt hierbei eine sehr breite, verwaschene, blaue Zone, 

Id) Der Wert ist nicht rnit Sicherheit von Null verschieden. 
1) G. S c h r a m m  u. J. P r i m o s i g h ,  B. 77, 417 [1944]. 
2) In Lhnlicher Weise lassen sich die adsorbierten AminosBuren durch die Rot- 

jarbung mit Chinon nachweisen. 

mg N in aufeinanderfolgenden Eluaten 

25 ccrn 25 ccm 25 ccm 25 ccm 

Menge in , 

1 2 Eluat mg 

0.584 0.006'') 0.00 




