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der entstandenen Sdure stieg stark mit dem Sauerstoftdruck an. Das beste
Ergebnis erzielten wir mit nur 11 Atmosphédren Sauerstoff. Der Wasser-
wert der Apparatur war bei etwa 19° und 30 at O,: 2560.6 + 1.0 cal pro
Grad; bei geringerem Druck wurde der Wert entsprechend vermindert.

¢ Substanz | at O, Wc‘::“ Millimole Siiure cal/g C(NO,),
1.0088 21 10 | Wand + Dampfraum 8.64 | gentina 5.82 539.2
0.8843 18 0.5 " " — R 7.34 5474
0.7224 1 | 05 . ) — . 117 541.4

Ein unsicherer Versuch gab 533.7 cal/g. Der oben an dritter Stelle auf- -

-gefiilhrte Wert ist der sicherste, da die Korrektur fiir Salpetersiure am
kleinsten ist. Als Mittel ergibt sich: + 542.7 & 2.5 cal/g bei konstantem
Vol. und etwa 18° pro Mol bei konstantem Druck also + 102.9 kcal. Da
die Bildungswiirme von CO, 94.0 kcal betrigt, ist die molare Bildungs-
wirme —8&8.9 (+ 0.5) kcal; fiir CH, ist der Wert + 17.65, fiir fliissiges
Mononitromethan + 27.1 keal, fiir die héher nitrierten Derivate liegen
leider keine Zahlen vor. Berger hatte fiir C(NO;), eine positive Bildungs-
wirme angegeben.

Zusammenfassung: Es wird eine Methodik entwickelt, um unverbrennliche
Substanzen in der calorimetrischen Bombe durch Hitze zu zersetzen. Die Verbren-
nungswirme von Tetranitromethan wird auf diese Weise zu 102.9 kcal pro Mol
bei konstantem Druck bestimmt. Die molare Bildungswirme betrigt —8.9 kcal.

99. Theodor Wieland: Abtrennung der basischen Aminosduren durch
Adsorption an Wofatit C.

[Aus d. Kaiser- Wilhelm-Institut f. Medizin. Forschung Heidelberg, Institut f. Chemie.]
(Eingegangen am 17. Juli 1944.)

Die analytischen Methoden zur Abtrennung der basischen Amino-
sduren aus einem Proteinhydrolysat gehdren zu den am besten durch-
gearbeiteten. Man macht Gebrauch entweder von der geringen Loslichkeit
der Phosphorwolframate in Wasser, die allerdings auch dem Cystinsalz
zukommt, oder von der Wanderung als Kationen im elektrischen Feld bei
Pu 5.5, d. h. im isoelektrischen Gebiet der neutralen Aminosiuren. Beide
Verfahren sind in zahlreichen Fillen zur Bausteinanalyse herangezogen
worden. Dabei nimmt man bei der Phosphorwolframsiure-Fillung in Kauf,
daB die Niederschlige mitunter andere als die gewiinschten Aminosduren
einschlieBen und daB die Loslichkeit der Komplexsalze doch nicht zu ver-
nachldssigen ist, was Korrekturen nétig macht. Die elektrophoretische
Abscheidung erfordert einen betrichtlichen apparativen Aufwand.

Wir haben deshalb, wie schon kurz erwidhnt'), die synthetischen Aus-
tauscher der ,Wofatit“-Klasse auf ihre Eignung zur spezifischen Ad-
sorption der Hexonbasen untersucht. Wihrend die stark sauren, SO,H-
Gruppen-haltigen Wofatite K und KS alle Aminosiuren als Kationen

1) Chemie 56, 213 [1943].
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binden?), ist in dem COOH-haltigen Wofatit C die saure Natur so ab-
geschwiicht, da nur die basischen Aminosiduren, und zwar mit groer
Spezifitit, festgehalten werden. Die neutralen und sauren laufen leicht
durch eine Sdule aus diesem Material hindurech. Die Kapazitiit des Kunst-
stoffs C fiir die Hexonbasen ist recht groB: Von 1 g werden mindestens
100 mg Histidin festgehalten, so daB auch fiir die priparative Gewinnung
der Hexonbasen dieses Adsorptionsmittel mit Vorteil zu verwenden ist.
Die Elution gelingt sehr leicht mit verdiinnten Mineralsiduren, wonach
kurz mit Wasser entsduert werden kann, wenn dieselbe Siule zu einer
neuen Adsorption Verwendung finden soll. Wir haben die Abtrennung
der basischen Aminoséduren an kiinstlichen Gemischen studiert und unsere
Erfahrungen schlieflich mit Erfolg auf die Hydrolysate einiger Proteine
angewandt.

Die Hexonbasen zeigen grofle Unterschiede im isoelektrischen Punkt,
der fiir Histidin bei etwa py = 7.5, fiir Arginin und Lysin bedeutend
alkalischer liegt. Auf Grund dieser Tatsache war es zu erkliren, daB aus
neutraler Losung Histidin, weil ungeladen, an basisches AlOs, das mit
seinen Na-Ionen als Permutit reagiert, nicht adsosbiert wird, wihrend die
beiden anderen, als Kationen vorliegend, gegen die Na-Ionen des Adsorp-
tionsmittels ausgetauscht werden?®). Die Kapazitit des basischen ALO, fiir
Arginin und Lysin war jedoeh nicht sehr groB*). Es wurde deshalb ver-
sucht, das Permutitprinzip, also den Austausch eines gelosten Kations
gegen ein Metall-Ion des Adsorbens, auch hier zur Anwendung zu bringen
in der Hoffnung, auf diese Weise Histidin von den beiden anderen Basen
abtrennen zu koénnen. Diese Erwartung bestiitigte sich, aber nur, wenn
man die Wofatit-C-S8dule durch Behandeln mit verdiinnter Kalilauge
und nachtrigliches Neutralwasehen mitWasser in einen K aliumpermutit
verwandelte. Ein solcher hilt von den Hexonbasen aus neutraler Losung
nur Arginin und Lysin fest, wihrend mit Wasser Histidin quantitativ ins
Filtrat getrieben wird. Von den untersuchten werden nur K-Ionen in
neutraler Losung ausgetauscht, andere mit kleineren lonenradien, wie
Na* oder gar Li*, haften so fest am Kunstharz, daB nur wenige oder gar
keine durch die Ionen der basischen Aminosiuren verdringt werden.
Allerdings ist auch die Menge der K-Ionen, die unter diesen Bedingungen
verdringt wird, nicht sehr groB}, so daB} die Capazitit der K-permuto-
iden Wofatit-C-Sdule fiir Arginin und Lysin kleiner ist als die des sauren
Wofatit C. Immerhin werden noch 5 mg Arginin von 2 g mit KOH neutrali-
siertem Wofatit C festgehalten, womit die Aufnahmefihigkeit des ba-
sischen AlOg rund um das 10-fache iibertroffen ist. Vielleicht fiihrt die
Vorbehandlung mit Rb* und Cs* zu Adsorptionsmitteln von erhéhter
Capazitit.

Beschreibung der Versuche.

Fiir die mikroanalytischen Trennungen mull das technische Aus-
tauscherpriparat®) wesentlich zerkleinert und vorgereinigt werden. Nach
Mahlen des bei 100° getrockneten Materials in der Kugelinithle wird ein

2) K. Freudenberg, H. Walch und H. Molter, Naturwiss. 30, 87 [1942].

3) Ztschr. physiol. Chem. 273, 24 [1942]. 4) Naturwiss. 30, 374 [1942].

5) Alle Wofatite sind bei der I. G. Farbenindustrie A. G., Wolfen, erhiltlich, der
wir fiir die Uberlassung zahlreicher Proben danken.
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Pulver von der PartikelgroBe von 0.1-—0.2 mm Durchmesser ausgesiebt.
Dieses wird nun durch fortgesetztes Waschen mit 2-n. KOH, dann mit
2-n. HCI bis zur Farblosigkeit der Waschfliissigkeit und endlich mit
Wasser bis zur neutralen Reaktion gereinigt. Um aus diesem sauren
Wofatit C den neutralen herauszustellen, versetzt man im Uberschufl
mit 2-n. KOH, gieBt nach einiger Zeit ab und wischt dann mit Wasser
neutral. 2 cem dieses Pulvers, als Bodensatz in Wasser gemessen, wiegen
etwa 1 g.
Versuche mit saurem Wofatit C.

Modellgemische: Eine neutrale wilr. Losung von 0.50 mg Glu-
taminsiure-N und 1.30 mg Arginin-N wird an 0.5 g saurem Wofatit C
adsorbiert, mit 40 cem Wasser gewaschen (F) und mit 40 ccm 1-n. HC]
eluiert (E). F = 0.56 mg N, E = 1.26 mg N. — 0.58 mg Valin-N und
6.94 mg Histidin-N ebenso adsorbiert und eluiert: F = 0.52 mg N, E =
0.92 mg N. — 0.60 mg Valin-N, 0.50 mg Glutaminsiure-N, 0.94 mg Histi-
din-N, 1.30 mg Arginin-N und 0.64 mg Lysin-N ebenso adsorbiert und
eluiert: F = 1.07 mg N (ber. 1.10 mg), E = 2.82 mg N (ber. 2.88 mg).

Analyseeiniger Proteinhydrolysate: Je 2.0 g der trocknen
Proteine wurden mit 10 ccm 25-proz. Schwefelsdure 20 Stdn. zum ge-
linden Sieden erhitzt. Nach Verdiinnen mit Wasser wurde mit Barytwasser
eben phenolphthalein-alkalisch gemacht und im Vak. bei 40° 1 Stde. ein-
gedampft, um das Ammoniak zu entfernen. Dann wurde mit Schwefel-
siure genau neutralisiert, vom BaS0, abzentrifugiert und dieses 5-mal mit
je 20 ccm Wasser ausgekocht. Die Zentrifugate wurden vereinigt und
auf 200.0 cem gebracht. Zur Abtrennung der Hexonbasen 148t man durch
eine Siule von 8 g saurem Wofatit C laufen und wischt mit 500 cem Wasser
nach. Dann wird mit 500 ccm 1-n. HCI eluiert, das Eluat im Vak. zur
Trockne verdampft und in einem geeigneten Wasservolumen aufgenom-
men. Gefunden wurden folgende N-Werte der Hexonbasen in Prozenten
des Gesamt-N:

Casein (Hammarsten) 18.0, ber. 18.8¢9)
Gelatine 23.2, ber. 22.37)
Zein 9.4, ber. 5.07)%)

Versuche mit neutralem Wofatit C.

2.0 g des neutralen Materials wurden fiir die folgenden Trennungs-
versuche verwendet: 0.79 mg Alanin-N und 0.63 mg Arginin-N aus neu-
traler Losung adsorbiert, mit 50 ccm Wasser gewaschen (F) und mit 60 ccm
1-n. HCl eluiert (E). F=0.81 mg N, E = 0.58 mg N.—0.79 mg Alanin-N
und 0.95 mg Histidin-N: F = 1.62 mg N, E = 0.05 mg N.—0.95 mg Hi-
stidin-N und 0.63 mg Arginin-N: F = 0.91 mg N, E = 0.58 mg N.

Den Frl. L. Wirth, H. Fremerey und E. Klinger danke ich sehr
fiir die eifrige Mithilfe.

8) G. R. Tristram, Biochem. Journ. 33, 1271 [1939].

7y C. L. A. Schmidt, Chemistry of Aminoacids and Protejns, Springfield
Illinois, S. 217,

8) Vergl.auch die von uns an anderer Stelle (s. FuBn. 4) erhaltenen héheren Werte.





