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Dem unter der Leitung von Hrn. Dozent Dr. E. Wiesenberger
stehenden Mikrolaboratorium danke ich fiir die Ausfiihrung der Mikro-
analysen. Friulein G. Schwegler sei fiir ihre fleiige und geschickte
Mithilfe bei den Versuchen bestens gedankt.

75. Gerhard Schramm und Josef Primosigh: Die Adsorptionsanalyse
der Aminosiuren, 1I. Mitteil.*): Die Gruppentrennung des Gesamtgemisches.
[Aus d. Arbeitsstitte fiir Virusforschung d. Kaiser-Wilhelm-Institute fiir Biochemie
u. Biologie, Berlin-Dahlem.]
(Eingegangen am 16. Mai 1944.)

Die genaue Kenntnis der Aminosidurezusammensetzung der Proteine
ist fiir viele Fragen der Eiweifichemie von entscheidender Bedeutung.
Die bisherigen chemischen Verfahren zur Trennung der Aminosiduren
sind duBerst langwierig und ungenau und erfordern verhdltnismifBig
grofle Proteinmengen. Durch Anwendung der chromatographischen Ad-
sorptionsanalyse gelang es nun, die Gesamtanalyse aller in Eiweifistoffen
vorkommenden Aminosiuren auf eine neue Grundlage zu stellen, die
eine sichere und bequeme Analyse kleiner Proteinmengen ermoglicht.
Hierbei erfolgt eine Trennung der Aminosiduren in fiinf Gruppen, von
denen jede nur eine geringe Anzahl funktionell zusammengehoriger
Aminosiuren umfaft. Die einzelnen Trennungen erfolgen in theoretisch
durchsichtiger Weise, so dafl auch das Verhalten bisher nicht beriicksich-
tigter Bausteine mit groRer Sicherheit vorausgesagt werden kann. Nach
unseren Versuchen hat sich der im folgenden Schema dargestellte Ana-
lysengang als der zweckmiBigste ergebeu:

Reihenfolge der Adsorptionen.

Absorbens | Aktivkohle Silicagel Alum}mumoxyd Aluminiumoxyd Rest
anionotrop u. Formaldehyd
1. Gruppe 2. Gruppe 3. Gruppe 4. Gruppe 5. Gruppe
Im Adsor- | (Aromatische| (Basische (Saure ’
bat enthal- | Aminosiuren) Aminosiiuren)| Aminosfuren)
ten
Tryptophan | Arginin Asparaginsiure | Serin Alanin
Tyrosin Lysin Oxyglataminsiure| Threonin Valin
Phenylalanin| Histidin Glutaminsiure |Cystein Leucin
Glykokoll Isoleucin
Proljn
Oxyprolin

Von der Aktivkohle werden nur die Aminosduren adsorbiert, die

cinen aromatischen Ring enthalten, unabhingig davon, wie dieser sub-
stituiert ist *). Das Silicagel adsorbiert als saures Adsorbens die Amino-
sduren, die neben der a-Amino-Gruppe eine zusitzliche basische Gruppe
enthalten. Von dem anionotropen Aluminiumoxyd werden dagegen
nur die Aminodicarbonsiduren zuriickgehalten. Die vierte Gruppe enthilt

*) 1. Mitteil. B. 76, 373 [1943].
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Aminosiuren, die mit Formaldehyd eine bestindige Verbindung ein-
gehen*). Neben Glykokoll sind dies die a-Aminoséiuren, die in 8-Stellung
eine Oxy- oder Sulfhydrylgruppe enthalten. Der verbleibende Rest ent-
hilt die aliphatischen neutralen Aminosiiuren, wobei der aliphatische
Rest verzweigt oder unverzweigt oder mit der a-Amino-Gruppe zum Ring
geschlossen sein kann, )

Bei der Ausarbeitung des Analysenganges waren folgende Gesichts-
punkte mafigebend: 1) Zur Vermeidung groferer Mengen an Wasch-
fliissigkeit wurde bei jeder Trennung moglichst wenig Adsorbens ver-
wendet. 2) Die Analyse muflte so geleitet werden, daB keine Anhiufung
von Salzen in der Analysenfliissigkeit stattfand, da eimige der verwen-
deten Adsorbenzien, inshesondere das Silicagel und das Aluminiumoxyd,
gegen Neutralsalze empfindlich sind. Es wurde daher auch ein Ver-
fahren ausgearbeitet, um u. U. in der Losung vorhandenes Ammoniak oline
Alkaliiiberschuff zu entfernen. 3) Besonders sorgfiltiz muBte das Ver-
halten des Cystins gepriift werden, da es in Wasser nur wenig 16slich ist
und auBerdem leicht zu der entsprechenden Sulfonsiiure oxydiert wird.

Beider Analyse des Siurehydrolysates eines EiweiBstoffes mufl die
Adsorption an Aktivkohle an erster Stelle erfolgen, da sonst die sauren
Zersetzungsprodukte des Tryptophans, die von der Kohle vollstindig
zuriickgehalten werden, eine Storung des weiteren Trennungsganges
verursachen wiirden. Um eine Oxydation des Cystins durch die Kohle zu
vermeiden, mufl die Adsorption in schwefelwasserstoffhaltiger Losung
vorgenommen werden.

Die nun folgende Abtrennung der basischen Aminosduren kann mit
einer Reihe verschiedener saurer Adsorbenzien vorgenommen werden,
z. B. der Bleicherde Filtrol-Neutrol'), kationotropem Aluminiumoxyd?),
saurem Wofatit®), Permutit*) oder Silicagel®). Mit Filtrol-Neutrol-ist die
Abtrennung der basischen Aminosiuren vollstindig, jedoch scheint nach
unseren Versuchen eine befriedigende Elution mit stickstofffreien Elu-
tionsmitteln nicht moglich zu sein (Tafel 1). Wegen der guten Durch-
lassigkeit und der leichten Eluierbarkeit des Adsorbates verdient die
Silicagelsidule nach unseren Erfahrungen bei weitem den Vorzug. Es ist
allerdings zu beachten, daB an Silicagel in gleicher Weise wie die basi-
schen Aminosduren auch andere Kationen, wie z. B. Natrium-Ionen, adsor-
biert werden und das Bindungsvermogen fiir die gesamten anwesenden
Kationen nur beschrinkt ist (Tafel 2). Durch Vorbehandlung des Adsor-
bens mit Essigsiure mufl vor der Adsorption storendes Alkali entfernt
werden, da in alkalischer Losung das Histidin wegen der schwach basi-
schen Eigenschaften des Imidazol-N nicht adsorbiert wird.

Die Abtrennung der sauren Aminosduren kann mit verschiedenen basi-
schen Adsorbenzien erfolgen. Von diesen bewihrt sich das nach dem
Vorschlag von Th., Wieland®) durch Behandlung mit Salzsiure her-

1) F. Turba, B. 74, 1829 [1941].

2) Th. Wieland, Ztschr. physiol. Chem. 273, 24 [1942].

35) K. Freudenberg, Naturwiss. 30, 87 [1942].

4) J. C. Whitehorn, Journ. biol. Chem. 56, 751 [1923].

3) G. M. Schwabu. K. Jockers, Angew. Chem. 50, 546 [1937].
8) B. 75, 1001 [1942).
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gestellte anionotrope Aluminumoxyd am besten. Da die Glutaminsdure
in neutraler oder schwach saurer Losung leicht einen Ringschlu zur
Pyrrolidoncarbonsiure erleidet, war zu priifen, ob hierdurch die Analyse
gestort wird. Dies ist nicht der Fall. Die Pyrrolidoncarbonsiure unter-
scheidet sich in ihrem Adsorptionsverhalten nicht merklich von der
Glutaminsiure. Wieland fand, daf mit den Aminodicarbonsiuren auch
das Cystin vom anionotropen Aluminiumoxyd zuriickgehalten wird. Dies
beruht wahrscheinlich darauf, da das Cystin bei dem in der Siule herr-
schenden pm unléslich ist”). Bei Anwesenheit von Schwefelwasserstoft
wird das Cystin zu Cystein reduziert, das die Aluminiumoxydséiule ohne
Hemmung passiert. Die Adsorption des Cysteins an das anionotrope
Aluminiumoxyd gelingt jedoch mit Sicherheit in Formaldehydlésung.
Dieses Verhalten entspricht dem des Serins und Threonins. Bei allen
. diesen Aminosiuren wird durch Formaldehyd die Dissoziationskonstante
der a-Amino-Gruppe stark herabgesetzt, so daB sie in neutraler Lisung
vollstindig als Anionen vorliegen und somit fest an das anionotrope
Aluminiumoxyd gebunden werden. Die Stabilitéit der Formaldehydver-
bindung dieser f-substituierten Aminosduren ist wohl darawf zuriickzu-
fiihren, daB} sich ein relativ bestindiger Oxazolidin- bzw. Thiazolidin-
ring®) ausbildet.

Die Gesamtanalyse lift sich mit einer Genauigkeit von 2 bis 3%
durehfithren, wie aus folgendem Versuchsbeispiel hervorgeht.

Analyse eines Aminosiuregemisches.

. . . mg N Fehler
Fraktion Adsorptionsmittel theoret. gef. o,
1. Gruppe
(Phenylalanin' Tryp. Aktivkohle 0.962 0.990 + 2.9
tophan) . . . ... ‘
2. Gruppe
(Arginin, Histidin, Silicagel 3.336 3.318 +1.3
Lysin). . .. ...
3. Gruppe
(Glutaminsfure, As- Aluminiumoxyd 0.956 0.944 — 1.3
paraginsiure). . .
4. Gruppe Aluminiumoxyd
(Glykokoll, Serin, und 1.622 1.640 413
Cystein). . .. .. Formaldehyd
5. Gruppe
(Alanpin, Isoleucin) . - 1.212 1.182 25
Summe 7.088 7.144 4+ 0.8

) Th. Wieland, Chemie 56, 213 [1943].
8) Fiir die Bildung dieses Ringes sprechen auch die Versuche von S. Ratner
und H. T. Clarke, Journ. Amer. chem. Soc. 59, 200 {1937].

Berichte d. D. Chem, Gesellschaft. Jahrg. LXXVIIL. 29
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Die chromatographische Analyse der Aminosiuren ist sicherlich in
vieler Hinsicht noch weiterer Entwicklung bedirftig. Wir glauben aber,
daB die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Trennung in einzelne
Gruppen als Grundlage der Analyse der Aminosiiuren ihren Wert behal-
ten wird und die weitere Aufgabe darin besteht, die abgetrennten Grup-
pen in ihre Bestandteile anfzulgsen. Hier ergeben sich noch viele offene .
Fragen, die aber zur Zeit von verschiedenen Arbeitskreisen in erfolg-
versprechender Weise bearbeitet werden. (F. Turba und Mitarb.?),
Th. Wieland?™, W. Koschara'), A. Tiselius'), H. Gordon,
A.J.P. Martin u. R. L. M. Synge™).) Es wird weiterhin notwendig
sein, die durch Stickstoffanalysen bestimmten Aminosiduren durch geeig-
nete cherische oder physikalische Verfahren zu identifizieren. Fir
‘manche Fragen wird aber die Gruppentrennung als solche schon von
*g:oﬁem Wert sein, so z. B. fiir die Feststellung der unter den Be-

ingungen der sauren Eiweilhydrolyse auftretenden Verinderungen von
. Aminosiuregemischen. Untersuchungen hieriiber befinden sich im Gange.

Beschreibung der Versuche.

A) Durchfihrung der Analyse.

Die Voraussetzung zu einer erfolgreichen Durchfiihrung der Analyse
ist, daB alle benutzten Reagenzien und Adsorbenzien stickstofffrei sind.
Der kiufliche 40-proz. Formaldehyd wird durch Destillation bei gewéhnl.
Druck gereinigt. Der Eisessig wird iliber Phosphorsédure destilliert. Auch
das Kaliumhydroxyd**) und die Salzsiure sind vorher auf Anwesenheit
stickstoffhaltiger Verbindungen zu priifen. Die Aktivkohle mufl vor der
Adsorption mit Essigsiure ausgekocht werden. Ebenso ist es notwendig,
das Silicagel durch Behandlung mit 20-proz. Essigsdure zu reinigen. Das
Aluminiumoxyd erweist sich in der Regel nach der iiblichen Vorbehand-
lung als stickstofffrei.

Falls nicht anders bemerkt, benutzen wir bei den Trennungen Ad-
sorptionsréhrchen mit einem Durchmesser von 12 min und einer Linge
von etwa 300 mm. Um das Aufwirbeln des Adsorbens und Substanz-
verluste durch Benetzung der Rohrwand zu vermeiden, lassen wir die
Aminosiurelosung durch einen Tropftrichter einflieBen, dessen untere,
seitlich abgebogene Spitze unmittelbar iiber der Oberfliche des Adsorbens
endete.

Die Trennung der Aminosiuren wird am besten mit einer Menge
durchgefiihrt, die etwa 10 mg Stickstoff enthilt. Die zur EiweiBhydro-
lyse verwendete Salzsiure muB moglichst weitgehend entfernt werden.
Die Losung soll nach Mdoglichkeit nicht mehr als zweil Siuredquiva-
lente/Mol. Stickstoff enthalten.

9) Naturwiss. 31, 508 [1943].

10) Ztschr. physiol. Chem, 280, 55 {1944].

11) Kolloid-Ztschr. 105, 101, 177 [1943].

12) Biochem. Journ. 37, 79, 86, 92 [1943].

13y Im Gegensatz zum Kaliumhydroxyd erwies sich das kiufliche Natrium-
hydroxyd hiufig als stickstoffhaltig.



Nr. 6-7.1944 dev Aminosiuren (11.). 421

Die Entfernung und quantitative Bestimmung des Ammoniaks wird
durch Destillation der fliichtigen Base im Vak. durchgefiihrt, wobei das
Ammoniak in der iiblichen Weise durch vorgelegte Siure aufgefangen
wird. Zur Vermeidung eines Alkaliiiberschusses wird die LOsung mit
einigen Tropfen Thymolphthalein versetzt und nur so viel Kalilauge zu-
gegeben, daf die Losung gerade blau gefirbt wird. In dem MaQe, wie bei
der Destillation Ammoniak entweicht und die Losung sich entfirbt, 148t
man durch die Siedecapillare weitere Mengen »-KOH zuflieBen. Nach
diesem Verfahren lief sich bei Kontrollbestimmungen mit Ammonium-
chlorid die vorhandene Menge Ammoniak sehr genau bestimmen.

Die ammoniakfreie Losung der Aminosiuren wird in einer Abdampf-
schale eingeengt und in 3, hochstens 10 ccm 5-proz. Essigsiure aufge-
nommen. Zur Reduktion des Cystins wird in diese Losung bei 60°
~ Schwefelwasserstofl eingeleitet. Bei Anwesenheit groBerer Mengen Cy-
stin triibt sich die Losung unter Abscheidung von kolloidalem Schwefel.

Nach dem Abkiihlen der Losung erfolgt die Abtrennung der aroma-
tischen Aminosduren an der mit Schwefelwasserstoff vorbehan-
delten Aktivkohle. Die 4 cm lange Siule aus etwa 2 g pulverisiertem
Carbo aktivat.granulat. (Schering) wird wie frither hergestellt*). Nach
~dem Auskochen der Kohle mit 20-proz. Essigsiiure wird jedoch die ge-
reinigte Kohle in Wasser suspendiert und in die Suspension ein kriftiger
H,S-Stromn eingeleitet. Vor der Adsorption wird die Sdule mit 50 cem
5-proz. Essigsdure, die mit H,S gesittigt ist, unter schwachem Saugen
durchgewaschen. Als Elutionsmittel wird ebenfalls eine mit H.S gesit-
tigte 5-proz. Essigsidure verwendet. Die Aminosiuren der 2. bis 5. Gruppe
sind in den ersten 50 ccm des Eluates enthalten. Die in der Sdule ver-

liebenen aromatischen Aminosiuren werden auf dem friiher angegebenen
Wege #) cluiert. Die Losung der aliphatischen Aminosiuren wird nun
auf dem Wasserbad in einer flachen Schale bis zu einem Vol. von etwa
2 ccm, jedoch nicht zur Trockne, eingeengt und dann im Vakuumexsic-
cator iiber Kaliumhydroxyd von den letzten Resten der Essigsdure be-
freit. Der Riickstand wird in 5 ccm Wasser gelost. Bei Anwesenheit von
viel Cystin muB etwas erwirmt werden, bis alles geldst ist. Die schwach
saure Losung wird mit 0.1-n.KOH gegen Bromthymolblau auf Griin
titriert; eine alkalische Reaktion ist unbedingt zu vermeiden, da hier-
durch die Haftfestigkeit der basischen Aminosiuren in der Silicagelsiule
herabgesetzt wird.

Zur Abtrennung der basischen Aminosiduren wird Silicagel
(Merck) benutzt. Das Material wird in gleicher Weise wie die Aktiv-
kohle*) pulverisiert, gesiebt und durch wiederholtes Schlimmen mit
Wasser von feineren Anteilen befreit. Um stickstoffhaltige Verunreini-
gungen und das storende Alkali zu entfernen, lit man das Pulver vor
Gebrauch einige Tage in 20-proz. Essigsdure stehen. Nach dem Abgiefen
der Essigsdure wird wiederholt mit Wasser dekantiert, bis das pu der
iiberstehenden Losung etwa 6.0 betrigt. Aus dem stickstoff- und alkali-
freien Silicagel wird eine 10 cm hohe Adsorptionssidule hergestellt, wozu
etwa 6 g trocknes Silicagel benotigt werden. Die optimale DurchfluB-
geschwindigkeit betrigt bei Atmosphirendruck etwa 4 Tropfen je Mi-
nute. Nachdem die Losung der Aminosiduren in die Silicagelsiule ein-
gedrungen ist, wird mit Wasser nachgespiilt. Die Aminosduren der 3.

29*
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bis 3. Gruppe sind quantitativ in den ersten 50 ccm des Eluates ent-
halten. Die in der Sdule verbliebenen basischen Aminosiuren werden
am zweckmiBigsten mit verd. Sdure herausgelost. Hierzu sind 100 ccm
0.1—0.5-n.HC1 oder 100 ccm 20-proz. Essigsiure erforderlich. Die Lo-
sung der Aminosiduren der Gruppen 3—>5 wird auf dem Wasserbad bis zu
einem Vol. von 5—10 eem eingeengt. Wenn nétig, wird neutralisiert und
dann zur Reduktion des Cystins bei 60° Schwefelwasserstoff bis zur Sitti-
gung eingeleitet.

AusdieserLosung werden die saurenAminosduren mit aniono-
tropem Aluminiumoxyd abgetrennt. Dieses wird nach der Vor-
schrift von Wieland aus Aluminiumoxyd reinst, wasserfrei (Merck)
durch Behandlung mit HCl hergestellt. Die 10 cm lange Siule aus etwa
10 g Aluminiumoxyd wird vor der Adsorption mit 50 cem Schwefel-
wasserstoffwasser gespiilt. Die gleiche Losung wird auch zur Elution
benutzt, nachdem die Losung der Aminosiduren zugegeben ist. Zum Aus-
waschen der neutralen Aminosiduren der 4. und 5. Gruppe geniigen
50 cem Schwefelwasserstoffwasser, bei Anwesenheit von Cystin miissen
100 ccin angewendet werden. Die in der Sdule verbliebenen sauren
Aminosduren konnen mit Silzsdure oder mit 25 ecem 0.5-n.KOH elujert
werden. Die Losung der neutralen Aminosiuren wird auf dem Wasser-
bad auf etwa 5 cem eingeengt und dann mit so viel 30—40-proz. Formal-
dehyd versetzt, da eine 10-proz. Formaldehydlosung entsteht. Zur
Reduktion des wihrend des Abdampfens gebildeten Cystins wird die
Losung wiederum mit Schwefelwasserstoff bei 60° gesittigt und dann
nach Zusatz von Bromthymolblau mit n-KOH auf Blaugriin titriert. Die
Abtrennung des Glykokolls, Serins, Cysteins u. Threonins er-
folgt an einer Sidule aus 20 g anionotropem Aluminiumoxyd in einem
Chromatographierohr von 17 mm Durchmesser. Vor der Adsorption wird
die S#ule mit 50 cem neutraler 10-proz. Formaldehydlosung, die mit
Schwefelwasserstoff gesittigt ist, gespiilt. Die gleiche Losung wird auch
nach Zugabe der Aminosiduren zur Elution benutzt. Der Durchlauf ent-
hilt in 100 cem die neutralen Aminosduren der 5. Gruppe. Die in der
Sidule verbliebenen Aminosiuren der 4. Gruppe kionnen mit 50 cem
0.5-n.KOH eluiert werden.

B) Einzelversuche zum Analysengang.

Im folgenden Abschnitt sind die wichtigsten Versuche angefiihrt,
auf denen sich der angegebene Analysengang aufbaut.

1)’ Abtrennung der aromatischen Aminosduren durch
Adsorption an Aktivkohle.

Die Vollstindigkeit der Abtrennung des Tryptophans, Tyrosins und
Phenylalanins von Glykokoll, Alanin, Serin, Prolin, Methionin, Valin, Leu-
cin und Isoleucin haben wir bereits beschrieben*). Es wurde noch das
Verhalten von Arginin, Lysin, Histidin, Glutaminsiure, Asparaginsiure
und Cystein gepriift, indem ein Gemisch dieser Aminosiuren (1.79 mg N)
unter den oben angegebenen Bedingungen an Aktivkohle adsorbiert und
mit 3-proz. Essigsiure eluiert wurde. Es enthielten das 1. Eluat (25 ccm)
1.820 mg N, das 2. Eluat {25 cem) 0.008 mg N. Gesamt-N eluiert: 1.828 mg
(Fehler + 29%b).
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2) Abtrennung der basischen Aminosiduren durch saure
Adsorbenzien.

a)Versuchemit Filtrol-Neutrol: Die Abtrennung des Arginins,
Lysins und Histidins von den iibrigen Aminosiduren mit Filtrol-Neutrol
nach Turba gelingt einwandfrei. Es ist jedoch schwierig, sie ohne Anwen-
dung stickstoffhaltiger Losungsmittel wieder herauszulosen't). Nach
Tafel 1 ist eine vollstindige Elution mit stark alkalischer Phosphatlésung
moglich. Diese ist aber duBerst langwierig, da die Bleicherden in alka-
lischer Losung aufquellen und fast undurchlissig werden, so daB die
Elution sich tagelang hinzieht.

Tafel 1.

Versuche zur Elution der an Filtrol-Neutrol adsorbierten
hasischen Aminosduren.

Versuchsbedingungen: 3 g Filtrol-Neutrol wurden auf eine Glasfritte
11 G 4 aufgebracht, Arginin, Lysin und Histidin (Gesamt-N 6.04 mg) adsorbiert und
mit 100" ccm des entsprechenden Elutionsmittels gespiilt.

Elutionsmittel Vollstindigkeit der Elution
100 ccm in °/, der angewandten Menge
1-n.Essigsiure . . . ... ..... 1
20-proz. Formaldehydlésung . . . 1
1wHCl . ... ... oL 30
05nKOH ............. 85
1-n.KOH u. '/,s m Na,HPO, (1:1) 100

b) Versuche mit Silicagel: Die Silicagelsiule wurde wie oben
hergestellt und mit Essigsiure vorbehandelt. Es kam zur Adsorption ein
Gemisch von Arginin, Lysin und Histidin (4.126 g N) mit Alanin
und Isoleucin (1.398 mg N). Es fanden sich im ersten Eluat (50 ccm H,0)
1.408 mg N (100.1% der neutralen Aminosduren), im 2. Eluat (25 ccm
H.0) 0.0 mg N. Die in der Sdule verbliebenen basischen Aminosduren
wurden mit 100 ccm 0.5-72.HCI eluiert. Es wurde gefunden 3.940 mg N
(986 der basischen Aminosiuren).

Entsprechende Versuche wurden mit Gemischen der basischen
Aminosiuren mit Glutaminsiure, Serin und Cystin ausgefiihrt. Uberein-
stimmend ergab sich, daB mit 50 ccm Wasser die nicht basischen Amino-
sduren quantitativ ausgewaschen werden. Es folgt dann ein mehr oder
weniger groBes ,leeres Volumen, ehe die basischen Aminosduren im
Eluat erscheinen. Die Elution der basischen Aminosiuren gelingt voll-
stindig mit 100 ccm 0.1-».HCl. Die Salzsdure ist durch Eindampfen der
Losung leicht zu entfernen, so daf§ hierdurch eine stérungsfreie weitere
Trennung des Gemisches der basischen Aminosiuren moglich wird.

Tafel 2 zeigt, da 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 Beeintrlichtigung der Adsorptionsfihigkeit durch Erhitzen der Bleicherde in
einer Porzellanschale auf 250° entfernt werden.
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Tafel 2.

Einflufl der Salzkonzentration auf die Adsorption
des Histidins an Silicagel.

Versuchsbedingungen: Normale Silicagelsiule.

Menge der Kationen mit 50 cem H,0O
NaCl Arginin Histidin m;‘}“{'i::itdin
in mg mg mg
100 5.92 5.269 1.18
200 5.923 10.538 8.635

3) Abtrennung der sauren Aminosduren durch anionotropes
Aluminiumoxyd.

Die wichtigsten Versuche sind in Tafel 3 zusammengefafit.

Tafel 3.
Adsorptionsversuche mit anionotropem Aluminiumoxyd.
Versuchsbedingungen: Siule aus 10 g Aluminiumoxyd. Nach dem Spii-

len mit H,O0 bzw. H,S-gesittigtem Wasser wurden die Dicarbonsiuren mit 25 cem
0.5-n.KOH eluiert.

TROBluat S Eluatl KOH.EI
. (Glykokoll-N) 25-Llua -Eluat
Vers. Aminosiuren .Menge (Cystin-N)| Dicarbonat-
Nr. in mg N 1 50 ccm siiure-N
25 ¢ccm 25 ccm
1 Asparaginsiure 3.098
Glutaminsiure 3.110 0.0 0.0 0.0 (— 0.012)
. . 1.952
2 P lid bonsi
yrroficoncarbonSiure) 1 974 0.0 0.0 0.008 | (—0.022)
3 Cystin 0.334 0.0 0.0 0.334 —
4 Cystin 0.334 0.896 0.248
Glykokoll 0.816 (+ 0.080) (—0.086) —
b) Cystin 0.420
Glykokoll 1.362 1.410 0.408 1.632
Asparaginsiure 1572 (+ 0.048) (—0.012)| (+0.060)
Glutaminsiure

Vers. 1 zeigt, daB die Aminodicarbonsiuren weder mit Wasser noch
mit HyS-Losung eluiert werden. Die durch trocknes Erhitzen aus I-Glu-
taminséure hergestellte Pyrrolidoncarbonsidure (Schmp.180—182°) unter-
scheidet sich in ihrem Adsorptionsverhalten nicht merklich von der
Ausgangssubstanz (Vers. 2). Nach Wieland kann das Cystin gemein-
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sam mit den Aminodicarbonsiuren adsorbiert und nach dem Auswa-
schen der iibrigen Aminosiduren mit Wasser getrennt mit H,S-haltigem
Wasser eluiert werden. In Ubereinstimmung hiermit zeigt Versuch 3, daB3
reines Cystin mit 50 cem \Wasser nicht ausgewaschen wird, wohl aber
mit Schwefelwasserstoffwasser. Enthilt die Losung auBer Cystin aber
noch andere Aminosiuren, wie z. B. Glykokoll (Vers. 4), so wird hier-
durch die Loslichkeit des Cystins erhoht, so daB es bereits mit 50 cem
Wasser eluiert wird und hierdurch der Glykokollwert zu hoch ausfillt.
Wiederholte Versuche zur Trennung des Cystins und Glykokolls von
Asparaginsdure und Glutaminsiure ergaben dementsprechend zu hohe
Glykokoll- und zu niedrige Cystinwerte. Wenn bei dem angefiihrten Bei-
spiel (Vers. 5) der Fehler auch nur gering ist, so konnte er unter Umstéin-
den betrichtlich héher sein, wenn noch andere Aminosiuren anwesend
sind, welche die Loslichkeit des Cystins weiter erhhen.

. Im Gegensatz zu Vers. 2 (Tafel 3) zeigte sich, daB das Cystin nur zu
50°%/0 mit H,S eluierbar ist, wenn es vorher ohne besondere Vorsichts-
mafregeln der Kohleadsorption unterworfen wurde. Hierfiir ist wohl
die Oxydation des Cystins zu der entsprechenden Sulfonsiure verant-
wortlich zu machen. Bereits nach dem Eindampfen einer Cystinlésung
zur Trockne auf dem Wasserbade sind 109/ des Cystins unter den Ana-
lysenbedingungen nicht mehr aus dem Aluminiumoxyd eluierbar. Wird
dagegen die Adsorption an Aktivkohle in H,S-haltiger Essigsiure vor-
genommen, das Eluat auf dem Wasserbad bei 90° eingeengt und die
konz. Losung im Exsiccator zur Trockne eingedampft, so wird, wie das
folgende Beispiel zeigt, die Oxydation des Cystins vollkommen ver-
mieden.

Versuchsbeispiel: Ein Gemisch von Glutaminsidure (0.352 mg N) und
Cystin (1.864 mg N) wurde, wie unter A) angegeben, an Kohle adsorbiert,
mit 50 cem H,S-haltiger Essigsiure eluiert und unter Vermeidung der
Luftoxydation die Essigsiure'entfernt. Bei der Trennung der beiden
Aminosduren in der Aluminiumoxydsidule ergaben sich dann folgende
Analysenwerte:

mg N in aufeinanderfolgenden Eluaten _KOH-Eluat
mit HyS-haltigem Wasser mg N -
1. Eluat 2. Eluat 3. Eluat
100 ccm 50 ccm 25 cem
1.760 0.082 0.00 0.358
1,842 mg N = 99/, Cystin-N = 100°/, Glutaminsiure-N

4) Abtrennung von Glykokoll, Serin, Cystein und Threonin
durchAdsorption anAluminiumoxyd inFormaldehydlésung.

Die in Tafel 4 angefiihrten Versuchsbeispiele zeigen, daf Threonin %)
und Cystin, genau wie das frilher untersuchte Glykokoll und Serin *),
auch mit nahezu 100 cem Formaldehvdlosung nicht ausgewaschen werden.

158) Fiir die Uberlassung von Threenin danken wir Hrn. Dr. Walch, Heidelberg.
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Tafel 4.

Adsorption des Threonins und Cystins
in 10-proz. Formaldehydldsung an Aluminiumoxyd.

Versuchsbedingungen: Die Siule aus 10 g Aluminiumoxyd (anionotrop)
wurde vor der Adsorption mit 50 ccm 10-proz. Formaldehydlosung von pyg 7 ge-
spiilt. Die Cystinlosung wurde vor der Adsorption mit H,S bei 60° reduziert. Als
Elutionsmittel diente neutrale 10-proz. Formaldehydlosung, die bei dem Versuch mit
Cystin mit H,S gesittigt war.

. mg N in aufeinanderfolgenden Eluaten
Aminosiuren Menge in KOH-
mg N 1 2 3 4 Eluat
25cem | 25cem | 25 cem | 25 cem
d,l-Threonin 0.584 0.006') 0.00 0.00 0.020 0.564
Cystin 0.488 0.0061¢) 0.036 -

76. Gerhard Schramm und Josef Primosigh: Uber einige Versuche,
die Adsorption der Aminosduren sichtbar zu machen.
[Aus d. Arbeitsstitte fiir Virusforschung d. Kaiser-Wilhelm-Institute fiir Biochemie
u. Biologie, Berlin-Dahlem.]
(Eingegangen am 16. Mai 1944.)

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

Der einfachste Weg hierzu ist die Bildung einer farbigen Verbin-
dung der Aminosiduren in der Siule. S0 kann man die Aminosiduren da-
durch sichtbar machen, daB man durch die Siule eine verdiinnte Kupfer-.
acetatlosung flieBen 148t. Hierbei bildet sich eine blaue Komplexverbin-
dung der Aminosduren, wihrend in dem aminosidurefreien Teil der Sdule
kein Kupfer adsorbiert wird. Es 148t sich auf diese Weise zeigen, dafl
die sauren Aminosiduren sehr fest an das anionotrope Aluminiumoxyd
adsorbiert werden und nach dem Auswaschen der {ibrigen Aminosiuren
in einer schmalen blauen Zone am oberen Rand der Sdule enthalten
sind?). Durch die Komplexbildung wird jedoch die Adsorption der
Aminosduren gelockert, so daB hierdurch nicht das wahre Verhalten der
freien Aminosiduren wiedergegeben wird. Dies zeigt sich besonders deut-
lich, wenn man versucht, die an Silicagel adsorbierten basischen Amino-
sduren, insbesondere das Histidin, nach diesem Verfahren sichtbar zu
machen. Man erhilt hierbei eine sehr breite, verwaschene, blaue Zone,

16) Der Wert ist nicht mit Sicherheit von Null verschieden.

1) G. Schramm u. J. Primosigh, B. 77, 417 [1944].

2) In dhnlicher Weise lassen sich die adsorbierten Aminosiuren durch die Rot-
firbung mit Chinon nachweisen.





