
NOTES I2 5. 

CHROM. 3342 

Trennung von Aminosluren und Dipeptiden durch lonenaustauschchro- 
matographie an einem amphoteren Celluloseionenaustauscher 

In einer friiheren Publikationl haben wir tiber die Synthese amphoterer CeIIu- 
loseionenaustauscher durch Pfropfpolymerisation von Athylenin~inoessigs&ire~tl~yl-. 
ester sowie /3-Athyleniminopropionsauremethylester2 auf vernetzter Cellulose3 und 
nachfolgender Verseifung der Estergruppen berichtet. Das komplexchemische Ver- 
halten dieser amphoteren Cellulosederivate gegentiber Schwermetallionen (CL++, Nie+ 
Zn”+) gleicht dem entsprechender Ionenaustauscherharze, die von uns durch Poly- 
merisation von Atl~yleniminoall~ylcarbons~ureestern erhalten wurderFO. Die Cel- 
lulose-Pfropfpolymerisate stellen mit grosser Wahrscheinlichkeit Verbindungen 
folgenden Strukturtyps dar : 

Cel-O- ( CI-+-CI~II,-N) .,,-I?1 
I 

(Clq ,-cOOI~ 

wobei : 

m = I bzw. 2. 

Amphotere Celluloseionenaustauscher wurden bisher noch nicht fiir saulen- 
chrom’atographische Trennungen verwendet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die. 
Anwendbarkeit amphoterer Cellulosederivate ftir die Trennung organischer Ampholy- 
te, speziell von Aminosauren und Dipeptiden zu prtifen, urn aus den Ergebnissen 
mijglicherweise Riickschltisse auf die Verwendbarkeit der Austauscher fiir andere: 
Trennprobleme ziehen zu kijnnen. 

TABELLIS I 

POLY~THYLBNIMINOESSIGS~URl3Cl3LLULOSE (CELLULOSE MIT I ,3-DICI-ILORPROPANOL- (2) VOR-. 

VERNETZTJ) 

Kapazittiit” 2.3 m.Kquiv./g (Zwittcrionenform) 
Wassergehalt der lufttroclcenen Form 8.9% 
Schiittvolumen in Wasser 12.4 ml/g (Zwitterionenform) 
Atmungsdifferenz zwischen pW 4 uncl ~13: 8 cu. IO 0% (McIlvsine-Puffer, Ioncnst&ice 0.5)._ 

* Berechnet aus dem analytisch bestimmten Stickstoffgehalt. 

Die Untersuchungen wurden mit einem Poly~tl~ylenin~inoessigs~urecellulose- 
derivat durchgefiihrt, dessen Eigenschaften aus Tabelle I hervorgehen. Als Testsub- 
stanzen dienten Gemische ausgewahlter Aminosauren (Pluka, puriss.) und Dipeptide 
(Mann Research Lab., New York, N.Y., chromatograph. rein). 

Der amphotere Celluloseionenaustauscher wurde bei allen in dieser Arbeit 
beschriebenen Versuchen in Form seines Alkalisalzes eingesetzt ;‘ Zur Elution wurden 
Phosphat- oder Citratpuffer benutzt. Die quantitative Bestimmung der Amino- 
sauren und Dipeptide im Eluat erfolgte mit Ninhydrin nach der Methode von MOORE 

J. Cirromatog., 34 (rg68) 125-128 



126 NOTES 

TABELLE II 

S~ULENCNlZOMATOGRAPWISCl-IE TRENNUNG VON AMINOSAURE- UND DIPEPTIDGEMISCHEN 

Versuch I, II, IV durch. pH-Grstdientenclution; Versuch III sowie V bis IX durch Konzentrations- 
gradientenelution. 

Verbindung ml E&at bis Elutionsbedivlgzclzgen 
zum Perah * 

I Glu, Asp 
Gly, Ala, Phe 
Try 
LYS 
Art2 

.TT Asp 
Gly’ His 
Try 
LYS 
*rC: 

III GUY 
Try 
I-Iis 
LYS 
Tyramin 

IV Asp, Glu, 
Gly, Phe, Alu 
Try 
LYS 
A% 

v Val-val 
Val 

WI Gly-val 
Gly, Val 

VII Leu-try 46 
Gly-try 50 
Try 63 

VIII Gly-phe 43 
Phc-gly 46 
Phc 53 

IX Lcu-tyr 
Gly-tyr 
Tyr 

43 
50 
59 

39 

s5: 
66 
69 

M/Q Phosphafpuffer, pII 4.9 his 8.3; 40~ 

36 

2: 
94 

102 

M/30 Phosphatputier pl-I 4.9 bis 5.0; 40’ 

E 

74 
94 

121 

Phosphatpuffer pH 6 M/30 bis M/15; 40~ 

M/IO Citratpuffer pH 3.95 bis 6.49; 40~ (Tren- 
nungen Try, Lys, Arg nur unvollst%ndig, vgl. 
Text) 

39 
49 

Phosphatpuffer pH 8 M/30 bis A4/1g; 40~ 

3 
:o 

(Die Trennversuche V bis IX wurdcn unter iden- 
tischen Bedingungcn durchgefiihrt) 

* Angegeben sind ml Eluat bis zur Pealrspitze. 

J. Citromatog., 34 (1968) x25-128 



,NOTES I27 

UND STEIN’~~, die zur Anpassung an die experimentellen Gegebenheiten etwas modi- 
fiziert wurde. 

Appavatzcv. Die Chromatographie-Saulen hatten eine Lange von 750 mm und 
oinen Innendurchmesser von IO mm. Die Elutionsgeschwindigkeit wurde mit einer 
peristaltischen Pumpc auf 3.5 bis 3.7 ml/h eingestellt. Das Eluat wurde mittels eines 
Fraktionssammlers untcr Benutzung eines Tropfenztihlers (LKB-Produkter, Stock- 
holm) aufgefangen. 

In Tabelle II sind die Trennorgebnisse angegeben, die unter verschiedenen pH- 
und Konzentrationsbedingungcn erzielt wurden. 

Die Auswertung der in Tab. 11 zusammengestellten Trennergebnisse macht 
folgendes deutlich: Eine Gruppentrennung in saure, neutrale und basis&e Amino- 
sauren gelnng in jedem Fall. Saure und neutrale Aminosauren mit sehr &hnlichen iso- 
elektrischen Punkten konnten untereinander nicht aufgetrennt werden (Versuch I, II 
und IV). Die Amino&iuren wurden in der Reihenfolge eluiert, die durch die .Lage 
der isoelektrischen Punkte gegeben war. Die unter den Versuchsbedingungen iiber- 
wiegend als Anion vorliegenden Asparagin- sowie Glutaminsaure wurden van’ dem 
iiberwiegend als Anion vorliegenden Austauscher praktisch nicht festgehalten. Die 
neutralen Aminosauren lagen im untersuchten pH-Bereich wohl iiberwiegend als 
Zwitterion vor, bei pH 8 teilweise als Anion, unterhalb pH 6 teilweise als Kation. 
Sie wurden dem+folge st&rker festgehalten als die, sauren AminosZuren. Eine Sonder- 
stellung nahm ‘das nach der Lag& seines isoelektrischen Punlctes’ (5.89) den neutralen 
Aminostiuren zuzurechnendeTryptophan ein’(zumVergleich : Glycin 5 .g7;‘Alanin 6.oo)‘. 
Es konnte stets von allen anderen Aminos&ren. abgetrennt werden. Hierfiir kijnnte 
.eine nichtionische Adsorption an dem amphoteren Celluloseaustauscher verantwort- 
lich gemacht .werden. Nichtionische Adsorptionseffekte sind fiir die Trennungen van 
Amino&iuren mit fast identischen isoelektrischen Punkten bereits diskutiert 
wordcn+ll. Die als bivalentes Kation vorliegenden basischen Aminosauren Lysin 
und Arginin wurden im pH-Bereich 5 bis 8 vom Austauscher relativ stark festgehalten 
und such voneinander getrennt. Au& liessen sie sich von der Base Tyramin abtrennen. 

Wenn die Elution im schwach sauren Bereich vorgenommen wurde (Versuch IV) e 
wurde die Auftrennung der Amin,osauren sehr vie1 schlechter. Es kann angenommcn 
werden, class der amphotere Austauscher zwischen pH 4 bis 6 wenigstens teilweise 
als Zwitterion vorliegt. Die als bivalentes Kation vorliegenden basischen Amino- 
+uren werden nicht mehr so stark fixiert und die sauren Aminosguren miissen relativ 
starker gebunden werden. Durch diesen Effekt riicken alle Banden zusammen und 
such eine vollstandige Gruppentrennung ist nicht mehr mijglich. 

Die Trennversuche von Dipeptiden sowie Dipeptiden und Aminosauren (Ver- 
such V bis IX) an dem amphoteren Celluloseaustauscher ergaben ein von den oben 
beschriebenen Verhtiltnissen abweichendes Bild. So konnten alle untersuchten Dipep- 
tide von ihren einzelnen Aminosaurekomponenten vollst&+rdig abgetrennt werden, 
obwohl die Unterschiede in den isoelektrischen Punkten nur Zusserst geringftigig 
waren.. (Beispiel: Glycyltyrosin 5.69; Tyrosin 5.66 oder Glycylvalin 5.71; Valin 5.96.) 
Auch bei den untersuchten Dipeptidgemischen (Versuche VII bis IX) waren gute 
Trennerfolge zu beobachten. So konnte’ such Glycylphenylalanin van ~Phenylalanyl- 
glycin getrennt werden. Er scheint, dass sich bei der Trennung von Dipeptiden an dem 
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amphoteren Celluloseaustauscher sowohl ein Einfluss der pK-Werte der ionischen 
Gruppen als such ein Einfluss der Molekiilgr&se und des nichtionischen Teils der 
Molekiile bemerkbar machten. 
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;Kontinuierliches Eltitionssystem fur die Ilonenaustausch-Chromatographie 
runter Verwendung linearer tiradienteq 

Die von CoH~192 ftir die Auftrennung der Nucleotide eingeftihrte Ionenaus- 
-tauschChromatographie wurde von NURLBERT et aL3 zu einem System weiterent- 
wickelt, in dem fiir diese Auftrennung die Konzentration des Elutionsmittels konti- 
nuierlich ansteigt. Nachteilig sind dabei aber der oftmalige Wechsel der Elutions- 
mittelvorratsflaschen, die schlechte Konstanz des Fliissigkeitsvolumens in der Misch- 
.flasche und die nach kurzer Zeit eintretende starke Verflachung des Gradienten. Dem 
letzten Nachteil begegneten GILBERT UND Y.IZMM~ spater durch schrittweises ,Reduzie- 
ren des Mischungs~olumens; 

Der einfachste Gradient ‘Lvird durch Verbindung zweier gleicher zylindrischer 
Beh~lter an der Basis erreicht. Durch das Hintereinanderschalten solcher Systeme 
kann ,der Gradient steiler gelegt bzw. ein zweites Elutionsmittel eingefiihrt werden. 

Fiir die Auftrennung der freien Nucleotide und Zuckerphosphate an Dowex 
‘I x IO (Formiatform) wurde das in Fig. I: schematisch dargestellte Mischflaschen- 
system verwendet, wobei die Verbindungen aus Silikonschl&xhen und die Unter- 
‘brechungen als Schlauchquetschh~hne ausgeftihrt waren. Ftir die Inbetriebnahme 
.wurden bei den ‘geschlossenen SchlauchquetschhQhnen a, b, c und den offenen d, f, 
g die einzelnen Flaschen mit folgenden Elutionsmitteln gefiillt. 

AZ = H,O (400 ml) 
.% = 0.3 N HCOOH (400 ml) 
AI1 = 0.3 NHCOOI-I (500 ml) 
&I I 4.0 NHCOOH (500 ml) 
AII~ = 4.0 NHCOOH (500 ml) 
Brrr = r.oM HCOONHain4.0 NHCOOH (500ml). 

. Tn. den Glaskapillaren S.t, !+I und Srrr steigt dabei das FXissigkeitsniveau 
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