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99. T h e o d o r W i e I a n  d: Abtrennung der basischen Aminosauren durch 
Adsorption an Wofatit C. 

[Aus d. Kaiser- Wilhelm-Institut f.  Medizin. Forschung Heidelberg, Institut f.  Chemie.] 
(Eingegangen am 17. Juli 1941.) 

Die analytischen Methoden zur Abtrennung der basischen Amino- 
sauren aus einem Proteinhydrolysat gehoren 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 
PH 5.5, d. h. im isoelektrischen Gebiet der neutralen Aminosauren. Beide 
Verfahren sind in zahlreichen Fallen zur Bausteinanalyse herangezogen 
worden. Dabei nimmt man bei der Phosphorwolframsaure-Fallung in Kauf, 
da13 die Niederschlage mitunter andere als die gewiinschten Aminosauren 
einschlieBen und dal3 die Loslichkeit der Komplexsalze doch nicht zu ver- 
nachlassigen ist, was Korrekturen notig macht. Die elektrophoretische 
Abscheidung erfordert einen betrachtlichen apparativen Aufwand. 

Wir haben deshalb, wie schon kurz erwahnt '), die synthetischen Aus- 
tauscher der ,,W of a t i t"- Klasse auf ihre Eignung zur spezifischen Ad- 
sorption der Hexonbasen untersucht. Wahrend die stark sauren, SOSH- 
Gruppen-haltigen Wofatite K und KS a 1 l e  Aminosauren als Kationen 

1 )  Chemie 56, 213 [1943]. 
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binderi2j, ist, in dem COOH-ha.ltigen 1Vof;iti t C die saure Natur so ab- 
geschwiicht, dafi nur die b a s i s  cli e n  Aniinosauren, und zwar rnit gro13er 
Spezifitat, festgehalten werden. Die. neiit.ralen und sauren laufen leicht 
durch (tine Siiule aus  diesem Material hindiirch. Die Kapazitat des Kunst- 
stoffs (1 fur die Hexonba.sen ist recht groI3: Von 1 g werden mindestens 
100 nig Histidin festgehalten, so daI3 auch fur die priiparative Gewinnung 
der Hexonbasen dieses Adsorptionsniittel mit Vorteil zu yerwenclen ist. 
Die E 111 t i o n  gelingt sehr leicht niit verdunnten Mineralsluren, wonacli 
kurz mit Wasser entsauert werden kann, wenn dieselbe Saule zu einer 
neuen Adsorption Verwendung finden soll. IYir haben die Abtrennung 
cler basischen Aminosapren an  kunstlichen Gemischen studiert und unsere 
Erfahrungen schlieBlich rnit Erfolg auf die Hytirolysate einiger Proteine 
angewandt. 
‘ Die Hexonbasen zeigen grofie Unterschiede im isoelekt.rischen Punkt, 
der f u r  Histidin bei etwa PH = i .5 ,  fur Arginin und Lysin bedeutend 
nlkalisc$er liegt. Auf Grund dieser Tatsache war es zii erklaren, da13 aus 
neutraler Losung Histidin, weil ungelaclen, an basisches A1203, das  rnit 
seinen Na-Ionen als Permutit reagiert., nicht aclsoFbiert wird, wahrend die 
beitlcn anderen, als Kationen vorliegend, gegen die Na-Ionen des Adsorp- 
tionsmittels ausgetauscht. werden3). Die Kapazitat des basischen A1203 fur 
Arginin und Lysin war jedoch nicht sehr gofi4) .  Es wurde desha.lb ver- 
sucht, das Permutitprinzip, also den Austausch eines gelosten Kations 
gegen ein Metall-Ion des Adsorbens, anch hier zur Anwendung zu bringen 
in der Hoi€nung, auf diese \\’eise Ilistidin von den beiden anderen Basen 
abtrennen zu kiinnen. Diese Erwartung best2tigte sich, aber nur, wenn 
man die Wofatit-C-Saule durch Eeha.ndeln mit. verdunnter K a1 i h u g e  
rrnd nachtragliches Xeutralwaschen Init.\Vxsst1r in einen K a1 i u mpermutit 
verwandelte. Ein solcher halt, von den Hexonbasen nus nent.raler Los.ung 
nur Arginin und Lysin fest., wahrend mit, Wasser Histidin quantitativ ins 
Filtrat gctrieben wird. Von den untersiichten werdcn nur K-Ionen in 
neiit.raler Losiing ausgeta.uscht, andere mit kleineren Ionenradien, wie 
Na+ oder gar  Li+, haften so fest a.m Kunstharz, dafi nur wenige oder gar 
keine durch die Ionen tler basisrhen Aminosiinren verdrangt werden. 
Allertlings ist auch die Mengf: der K-Ionen, die unt.cr diesen. Bedingungen 
verdrangt, wird, nicht sehr grol3, so dafi die Capazitat der K-permuto- 
iden Wofatit-C-Saule fur Arginin und Lvsin klciner ist als die des sauren 
Wofatit. C. Immerhin wertlen noch 5 mg Arginin von 2 g mit KOH neut.rali- 
siertcm Wofat.it C festgehalten, womit die Anfnahmefiihigkeit des ba- 
sischen A1203 rund um das 10-fache ubert.roffen ist. Vielleicht fuhrt die 
Vorbehandlung mit Rb+ und Cs+ zii Adsorptionsmitteln von erhiihter 
Capazitat. 

Beschreibung der Versuche. 
Fur  die mikroanalytischen Trennungen mu13 das technische Aus- 

tauscherpraparat 5, wesentlich zerkleinert und vorgereinigt werden. Nach 
Mahlen des bei looo getrockneten Materials in der Kugelmuhle wird ein 

2) K. F r e u d e n b e r g ,  H. W a l c h  und H. M o l t e r ,  Natunviss. 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, erhlltlich, der 

wir fur die Uberlassung zahlreicher Proben danken. 



Nr. 8/1944] durch Adsorption an Wofatit C. 54 1 

Pulver von der PartikelgroBe von 0.1-0.2 inn1 Durchmesser ausgesiebt. 
Dieses wird nun durch fortgesetztes Waschen rnit 2-n. KOH, dann rnit 
2-n. HCl bis zur Farblosigkeit der IVnschfliissigkeit und endlich rnit 
Wasscr bis zur neutralen Iieaktion gereinigt. U m  aus diesem s a u r e n  
Wofatit C den n e u t r a1  e n hrrauszustellen, versetzt man im OberschuB 
rnit 2-n. KOH, gieBt nach ciniger Zeit ab  uncl wascht dann mit Wasser 
neutral. 2 ccm dieses I'ulvers, als Bodcnsatz in Wasser geinessen, wiegen 
etwa 1 g. 

V e r s u c h e  n i i t  s a u r e m  W o f a t i t  C. 
M o d e l l g e m i s c h e :  Eine neutrale wal3r. Losung von 0.50 mg Glu- 

taniinsaure-N und 1.30 mg Arginin-N wird an  0.5 g saurem Wofatit C 
adsorbiert, rnit 40 ccm Wasser gewaschen (F) und mit 40 ccm l-n. HCI 
eluiert (E). F = 0.56 mg N, E = 1.26 mg N. - 0.58 mg Valin-N und 
8.94 mg Histidin-N ebenso adsorbirrt und eluiert: F = 0.52 mg N, E = 
0.92 mg N. - 0.60 mg Valin-N, 0.50 mg Glutaminsaure-N, 0.94 mg Histi- 
din-N, 1.30 mg Arginin-N und 0.64 mg Lysin-N ebenso adsorbiert i p d  
eluiert: F = 1.07 mg N (ber. 1.10 nig), E = 2.82 mg N (ber. 2.88 mg). 

A n a l y s e  e i n i g e r  P r o t e i n h y d r o l p s a t e :  Je 2.0 g der trocknen 
Proteine wurden mit 10 ccm 25-proz. Schwefelsaure 20 Stdn. zum ge- 
linden Sieden erhitzt. Nach Verdunnen rnit Wasser wurde mit Barytwasser 
eben phenolphthalein-alkalisch geniacht und in1 Vak. bei 40° 1 Stde. ein- 
gedampft, um das  Ammoniak zu entfernen. Dann wurde rnit Schwefel- 
saure genau neutralisiert, vom EaSO, abzentrifugiwt und dieses 5-ma1 mit 
je 20 ccm Wasser ansgekocht. Die Zentrifugate wurden vereinigt und 
auf 200.0 ccni gebracht. Zur Abtrennung der Hexonbasen la& man durch 
eine Saule von 8 g saurem Wofatit C laufen und wascht rnit 500 ccm Wasser 
nach. Dann wird mit 500 ccm l-n.  HCl eluiert, das Eluat im Vak. zur 
Trockne verdampft und in einem geeigneten \Vasservolumen aufgenom- 
men. Gefunden wurden folgende N-Werte der Hexonbasen in Prozenten 
des Gesamt-N: 

Casein ( H a m m a r s t e n )  18.0, ber. 18.86) 
Gelatine 23.2, ber. 22.3 ') 
Zein 9.4, ber. 5.0')*) 

V e r s u c h e  rni t  n e u t r a l e m  W o f a t i t  C. 
2.0 g des neutralen Materials wurden fur die folgenden Trennungs- 

versuche verwendet: 0.79 mg Alanin-N und 0.63 mg Arginin-N aus neu- 
traler Losung adsorbiert, rnit 50 ccm Wasser gewaschen (F) imd mit 60 ccm 
l-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-hT und 0.63 mg Arginin-N: F = 0.91 mg N, E = 0.58 mg N. 

Den Frl. L . W i r t h ,  H. F r e m e r e y  und E. K l i n g e r  danke ich sehr 
fur die eifrige Rlithilfe. 

6 )  G.  R. T r i s t r a m ,  Biochem. Journ. 33, 1271 [1939]. 
7 j  C. L. A. S c h m i d t ,  Chemistry of Aminoacids and Proteins, Springfield 

8 )  Vergl. auch die von uns an anderer Stelle (8 .  FuBn. 4) erhaltenen hoheren Werte. 
Illinois, S. 217. 




