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CHROM. 3342

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

In einer fritheren Publikation! haben wir iiber die Synthese amphoterer Cellu-
loseionenaustauscher durch Pfropfpolymerisation von Athyleniminoessigsiureithyl-
ester sowie B-Athyleniminopropionsiuremethylester? auf vernetzter Cellulose? und
nachfolgender Verseifung der Estergruppen berichtet. Das komplexchemische Ver-
halten dieser amphoteren Cellulosederivate gegentiiber Schwermetallionen (Cu®*+, Ni2+
Zn?+) gleicht dem entsprechender Ionenaustauscherharze, die von uns durch Poly-
merisation von Athyleniminoalkylcarbonsiureestern erhalten wurdent—%, Die Cel-
lulose-Pfropfpolymerisate stellen mit grosser Wahrscheinlichkeit Verbindungen
folgenden Strukturtyps dar:

Cel—O—(CH,—CH,—N),—H

(CH,)m—COOH
wobei:

m = I bzw. 2,

Amphotere Celluloseionenaustauscher wurden bisher noch nicht fiir sdulen-
chromatographische Trennungen verwendet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die:
Anwendbarkeit amphoterer Cellulosederivate fiir die Trennung organischer Ampholy--
te, speziell von Aminosiduren und Dipeptiden zu priifen, um aus den Ergebnissen
moglicherweise Riickschliisse auf die Verwendbarkeit der Austauscher fur andere:
Trennprobleme ziehen zu kénnen.

TABELLE I

POLYATHYLENIMINOESSIGSAURECELLULOSE (CELLULOSE MIT 1I,3-DICHLORPROPANOL-(2Z) VOR--
VERNETZTY) ‘ :

Kapazitit™ 2.3 mfblquiv./g (Zwitterionenform)
Wassergehalt der lufttrockenen Form 8.99

Schiittvolumen in Wasser 12.4 ml/g (Zwitterionenform)
Atmungsdifferenz zwischen pH 4 und pH 8 ca. 109 (McIlvaine-Puffer, Ionenstirke o.5)..

* Berechnet aus dem analytisch bestimmten Stickstoffgehalt.

Experimentelles

Die Untersuchungen wurden mit einem Polyathylemmmoe551gsaurecellulose-
derivat durchgefiihrt, dessen Eigenschaften aus Tabelle I hervorgehen. Als Testsub-
stanzen dienten Gemische ausgewihlter Aminoséduren (Fluka, 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-
siuren und Dipeptide im Eluat erfolgte mit Ninhydrin nach der Methode von MOORE
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TABELLE II

SAULENCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG VON AMINOSAURE- UND DIPEPTIDGEMISCHEN

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

Versuch- Verbindung wml Eluat bis Elutionsbedingungen
Nr. zum Peak”
I Glu, Asp 39 M /15 Phosphatpuffer, pH 4.9 bis 8.3; 40°
Gly, Ala, Phe 50
Try 59
Lys 66
Arg 69
IT Asp 36 M[/30 Phosphatpuffer pII 4.9 bis 8.0; 40°
Gly’ His 51
Try 60
Lys 94
Arg 102
III Gly 53 Phosphatpuffer plH 6 M/30 bis M/15; 40°
Try 66
His 74
Lys 94
Tyramin I21
v Asp, Glu, 44 M/ro Citratpuffer pH 3.95 bis 6.49; 40° (Tren-
Gly, Phe, Alu 5T nungen Try, Lys, Arg nur unvollstindig, vgl.
Try 59 Text)
Lys 62
Arg 64
A% Val-val 39 Phosphatpuffer pH 8 M/30 bis M/15; 40°
Val 49
VI Gly-val 42
Gly, Val 50
VII Leu~try 46 (Die Trennversuche V Dbis IX wurden unter iden-
Gly-try 50 . tischen Bedingungen durchgefiihrt)
Try 63
VIII Gly-Phe 43
Phe-gly 46
Phe 53
IX Leu-tyr 43
Gly-tyr 50
Tyr 59

* Angegeben sind ml Eluat bis zur Peakspitze.
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UND STEIN%S, die zur Anpassung an die expenmentellen Gegebenhelten etwas mod1-
fiziert wurde. - * :

Apparatur. Die Chromatograplue-Saulen hatten eine Linge von 750 mm und
einen Innendurchmesser von 10 mm. Die Elutionsgeschwindigkeit wurde mit einer
peristaltischen Pumpe auf 3.5 bis 3.7 ml/h eingestellt. Das Eluat wurde mittels eines
Fraktionssammlers unter Benutzung eines Tropfenizihlers (LKB-Produkter, Stock-
holm) aufgefangen.

Evrgebnisse und Diskussion -

In Tabelle II sind die Trennergebnisse angegeben, die unter versch1ec1enen pH-
und Kon/,entratlonsbedmgungen erzielt wurden.

Die Auswertung der in Tab. 1I zusammengestellten Trennergebnisse macht
folgendes deutlich: Eine Gruppentrennung in saure, neutrale und basische Amino-
siuren gelang in jedem Fall. Saure und neutrale Aminosduren mit sehr &hnlichen iso-
elektrischen Punkten konnten untereinander nicht aufgetrennt werden (Versuch I, I1
und IV). Die Aminosiduren wurden in der Reihenfolge eluiert, die durch die Lage
der isoelektrischen Punkte gegeben war. Die unter den Versuchsbedingungen tiber-
wiegend als Anion vorliegenden Asparagin- sowie Glutaminsiure wurden von dem
iiberwiegend als Anion vorliegenden Austauscher praktisch nicht festgehalten. Die
neutralen Aminosiuren lagen im untersuchten pH-Bereich wohl iiberwiegend als
Zwitterion vor, bei pH 8 teilweise als Anion, unterhalb pH 6 teilweise als Kation.
Sie wurden demzufolge stdrker festgehalten als die sauren Aminoséduren. Eine Sonder-
stellung nahm das nach der Lage seines isoelektrischen Punktes (5. 89) den neutralen
Aminosduren zuzurechnende Tryptophan ein (zum Vergleich : Glycin 5.97, Alanin 6.00).
Es konnte stets von allen anderen Aminoséduren abgetrennt werden. Hierfiir kénnte
eine nichtionische Adsorption an dem amphoteren Celluloseaustauscher verantwort-
lich gemacht werden. Nichtionische Adsorptionseffekte sind fiir die Trennungen von
Aminostiiuren mit fast identischen isoelektrischen Punkten bereits diskutiert
worden?-11, Die als bivalentes Kation vorliegenden basischen Aminosduren Lysin
und Arginin wurden im pH-Bereich 5 bis 8 vom Austauscher relativ stark festgehalten
und auch voneinander getrennt. Auch liessen sie sich von der Base Tyramin abtrennen.

Wenn die Elution im schwach sauren Bereich vorgenommen wurde (Versuch IV),
wurde die Auftrennung der Aminoséduren sehr viel schlechter. Es kann angenommen
werden, dass der amphotere Austauscher zwischen pH 4 bis 6 wenigstens teilweise
als Zwitterion vorliegt. Die als bivalentes Kation vorliegenden basischen Amino-
sduren werden nicht mehr so stark fixiert und die sauren Aminoséduren miissen relativ
starker gebunden werden. Durch diesen Effekt riicken alle Banden zusammen und
auch eine vollstindige Gruppentrennung ist nicht mehr moglich.

_ Die Trennversuche von Dipeptiden sowie Dipeptiden und Ammosauren (Ver-
such V bis IX) an dem amphoteren Celluloseaustauscher ergaben ein von den oben
beschriebenen Verhéltnissen abweichendes Bild. So konnten alle untersuchten Dipep-
tide von ihren einzelnen Aminosiurekomponenten vollstindig abgetrennt werden,
obwohl die Unterschiede in den isoelektrischen Punkten nur dusserst geringfiigig
waren. (Beispiel: Glycyltyrosin 5.69; Tyrosin 5.66 oder Glycylvalin 5.71; Valin 5.96.)
Auch bei den untersuchten Dipeptidgemischen (Versuche VIl bis IX) waren gute
Trennerfolge zu beobachten. So konnte auch Glycylphenylalanin von 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 auch ein Einfluss der Molekiilgrésse und des nichtionischen Teils der

Molekiile bemerkbar machten.
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CHROM. 3334
vKontmulerllches Elutionssystem fur die lonenaustausch-Chromatographle
unter Verwendung linearer Gradlenten

Die von Comn':2 fiir die Auftrennung der Nucleotide eingefiihrte Ionenaus-
tausch-Chromatographie wurde von HURLBERT ¢ @l.? 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 YJ:MM“ spéter durch schr1ttwelses Reduzie-
ren des Mischungsvolumens.

- Der einfachste Gradient wird durch Verbmdung zweier gleicher zyhndnscher
‘Behilter 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
1 X 10 (Formiatform) wurde das in Fig. I schematisch dargestellte Mischflaschen-
system verwendet, wobei die Verbindungen aus Silikonschlduchen und die Unter-
brechungen als Schlauchquetschhihne ausgefiihrt waren. Fiir die Inbetriebnahme
‘wurden bei den geschlossenen Schlauchquetschhéhnen a, b, ¢ und den offenen d, f,
£ dle emzelnen Flaschen mit folgenden Elutionsmitteln gefiillt. - :

H,0 (400 ml) :

0.3 N HCOOH (400 ml)

0.3 N HCOOH (500 ml)
4.0 N HCOOH (500 ml)
Alrr = 4.0 N HCOOH (500 ml)

Brrr = 1.0 M HCOONH, in 4.0 N HCOOH (5oo ml).
In. den Glaskapillaren Sy, Srr und Sirr steigt dabei das F 1u551g1xe1tsn1veau

.
b i
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