
D I E  C H E M I E  
(Angewandte  Cheinze, Neue Folge)  5 6  J a h r g a n q ,  N r  3 1 1 3 2 ,  Sezten 2 1 3 - 2 2 4 ,  7 A u g u s t  1 9 4 3  

Neuere Methoden der praparativen organischen Chemie II 
1. Die chromotographischen Methoden zur Trennung von Aminosauren 
I'on I l o z  Ilr 1 H f i O C O R  W I I Z L A N I l  Herdelberg, 

l i c i i a e r  WzlhPlm-Instztut f74r med Z;or>chitvkg Inctztiit f u i  c I ~ P I ~ I Z C  

eit erkannt wurde, daW alle EiweiUstoffe Zuni weitaus S grol3ten Teil aus Aminosauren aufgebaut sind, hat es 
nicht an Versuchen gefehlt, die durch Hydrolyse verschiedener 
Proteine erhaltenen Aminosaure-Mischungen moglichst quanti- 
tativ in die einzelnen Kornponenten zu zerlegen oder wenigstens 
durch spezifische Farb- oder Fallungsreaktionen den Gehalt 
tler Hydrolysate an bestimmten A4rninosauren quantit a t' iv zu 
bestimmen. E. Fischer hat seine Ester-Methode (1901), bei der 
(Ias Geniiscli der Ariiinosaureathylester einer fraktionierten 
1)estillation im Vakuum unterworfen wird, als qualitative be- 
zeichnet. Spatere Bearbeiter haben sie zwar fur manche Faille 
quantitativ auszugestalten versuchtl), doch verursacht schon 
die unvermeidliche Zersetzung der Ester bei der Destillatioii 
rinen Verlust von I 0---20% sogar bei Ariweiidiing kiinstlicher 
.4iiiinosa~ire-Gerriische2). 

Mit geringereii Verlusten arbeitet Duckins Butylalkohol- 
Methode, bei der die Aminosauren durch kontinuierliche 
Rutanol-Extraktion geriiaW ihrein Verteiluiigskoeffizieiiten zwi- 
schen wasser-gesattigteni Rutanol und butanol-gesatt.igteiii 
Wasser in mehrere Gruppen getrennt werden. Sie benljtigt 
jedoch ziemlich groWe Substanzmengen, ein I$rfordernis, deni 
die moderne Biocheinie nicht immer nachkonmien kamii. Das- 
selbe gilt fur die Methode der fraktionierten Auflosung tler 
kristallisierten Kupfer-Salze der Aminosauren in Wasser und 
Methanol, die voii Schryver stairmit und voii Brazier ausge- 
arbeitet wurde. All diese Methoden siiitl ausfiihrlich in den 
rinschlagigen Handbiichern besprochen3). pie liefern jedocli 
nicht so genaue Werte, daW man niit Sicherheit fur jede Amino- 
saure die Zahl der Molekiile in 1 Mol Protein ausreclinen kiinnte ; 
sie sind zutlein sehr zeitraubend. 

Die guten Trennungserfolge, die man in der Biocheniie 
iiiit Adsorptionsmitteln erzielt hat, und die bestechende 
1,eistmigsfahigkeit der Tswettschen chroinatographischen Ana- 
l yse habeii auch die Aminosaure-Cheniiker zu Versuchen ver- 
anlafit. Bei saulenformiger Anordnung des Materials, das die 
Aminosauren oder deren Derivate adsorbiert, konnen kleine 
Unterschiede in der Adsorbierbarkeit stark zur Geltung kom- 
men. G .  Hesse4) hat sehr treffend die Ausbildung eines Chro- 
iiiatogranims niit eineni Hindernisrennen verglichen. Dabei 
kommen die Molekiilarten, die die Hindernisse der Adsorptions- 
saule am schnellsten nehmeii, ani raschesten vorwarts. Der Vor- 
sprung wirkt sich aber erst danii als Trennung aus, wenn eine 
geniigend groBe Anzahl von Hindernissen nacheinander uber- 
wunden werden nmU. Hindernisse sind alle die Stellen, an 
denen die Molekiile der Analysenlosung rnit dem Saulen- 
material reagieren, und zwar in einer solchen Weise, daW sie 
nicht irreversibel hangen bleiben. Zur Einstellung eines Gleich- 
gewichts fiihrt theoretisch jede Adsorption eines Stoffes aus 
einer Losung oder aus der Gasphase, aber auch die Verteilung 
eiiies Stoffes zwischen zwei nicht miteinander inischbaren 
12liissigkeiten. sowie die Fallung eines Molekiils oder Ions. 
Hierbei ist allerdings das Gleichgewicht oft ganz nach einer 
Seite verschoben. Grundsatzlich sollte die Ausniitzung 
der unterschiedlichen Lage der Gleichgewichte von allen 
geniigend rasch, unter Umstanden katalytisch oder fer, 
mentativ beschleunigt verlaufenden reversiblen Reakti- 
o nen eine Trennung auf , , chrornatographischer'' Grundlage 
ermoglichen. 

I) S. in H .  R. Mitchell 11. 2'. S. Hamilton: The Biochemistry of Amino Acids, N?w York 
(1929); It. A. Gortner: Outlines of Biochemistry, New York (19'2Y). 

2)  Vgl. 2'. U .  Osborne u. U .  H. Jones, h e r .  J. Physiol. 26, 305 [19101. 
3) 8. z. B. A. Winterstein in G. Klcias  Randbuch derPflaileennualgsp, Wieu 1Y33, Bd. 111, 
Y. 1;  R. Abderhalden: Haudbuch derhiolog.Arbeitsmrthoilen, Abt. I, 'Teil7, HF-lill Wiell 
1YZ3. 

4) G .  IIesse u. B.  Tschochotia, Nitturwiss. 30, 387 [19421. 

A. Chromatographische 
Aminosaure- Trennungen mit  Austauschern. 

Die Keaktion eines Kationa (RNH,+) oder Anions (KO-) 
mit deni entgegengesetzt geladenen Ion eines Austauschers 
(Aust.- bzw. Aust.+) ist im Grunde eine Fallungsreaktion : 
es bildet' sich unter doppelter IJnisetzung ein schwer 1iiHlicliCs 
( J. ) Salz: 

(RNH,)+Cl- - 1 ~  Me+-Anst.- <-. -' (KNII,)+Aust.- (4) 4- Me+CI-- 
Me+(KO)-- ~ 1 -  Aust.-+CI- ~- + Ai:st.+(KO)- (4) -1- Mei-CI- 

Dies liat zur Folge, dal3 in der Austauschersaule die Zoiieii 
nur a d e r s t  langsam wandern, besonders da es bald zuni Ver- 
schwinden des leicht loslichen Reaktionsproduktes (Me+L'':-) 
auf der rechten Seite kommt, so daB das Verfahren nicht ZUI'  

'L'rerinung physikalisch untl tihemisch sehr iihn1it:ht.r \'t.r 
bindungen fiihrt . 

I. Permutit. Der erstmals f iir Aminosauren angewendet c 
Austauscher Perniutit ist ein kiinstlicher Zeolith der Zusaniineii 
setzung 2SiO,, Al,O,.Na,O.GH,O, der unter Abgabe yon 
Natriurri-Ionen niit den Kationen von Basen reagiert. Nachdeni 
schon 1917 0. Folin6) gezeigt hatte, da13 inan NH,-Ionen aii 
Permnutit atlsorbieren kann, studierte J. C. Whitehome) das 
Verhalten vieler Hasensalze, allerdings nicht rriit quantitatiycii 
Testreaktionen, beiin Durchlaufen durch eine Perniutitsaulr. 
Er  fand, daB alle Kationen, dereri Basen eine basische 1)issw 
ziationskoiistante von mehr als 5 - lC-9 aufweiseii, unter -%us- 
tausch adsor'biert werden. jl,u diesen gehoren auch die basischen 
Aniinosauren Lysin niit Pbas > 1 - 10-7, Arginin l-bs > 1 - 1 0 - 7  

und eben noch Histidin mit k b a s  5,7 - 1C-O. 

11. Bleicherden. Nach teilweise erfolgreicheii Versuclien, 
die basischen Aminosauren durch Schiitteln mit Bleicherdeii 
selektiv zu adsorbiereii ( M .  Mushino u. N .  Shikazono7) sowir 
D.  Ackevmann und H .  Fuchss)), wandte F. Turba die sauleii- 
forniige Anordnuiig des Adsorptionsmittels auf dieses Probleiii 
an8). E r  zeigte, dall, die Diaminosauren Arginin, Lysin untl 
Histidin beim Durchlaufen der neutralen waWrigen Losung 
durch eine Schicht der Bleicherde F i l t r o l - N e u t r o l  quanti- 
tativ adsorbiert werden, wahrend alle anderen Aminosauren 
ins Filtrat gehen. Die unvorbehandelte Naturerde Floridii i  
XXF E x t r a  halt dagegen nur Arginin und Lysin fest; Histi- 
din lauft durch dieses Material durch. Eine .quantitative Xb- 
trennung des 1,ysins vom Arginin ist durch Elution des Adsor- 
bats an Filtrol-Neutrol mit prim. Kaliuniphosphat-Losung 
moglich, wobei nur Lysin eluiert wird. Die Elution aller 
adsorbierten Aminosauren gelingt rnit einem Pyridin-Schwefel- 
saure-Gemisch. Auf diese Befunde konnte eine quantitative 
Treiinung der drei basischen Aminosauren untereinantler ~ n t l  
von den anderen aufgebaut werden : 
Aminosilnre- Qemisoh 
mlsorbiert i i r i :  

Ploridin S X F  &tra im Adsorb:tt: drginiii + Lpaiii 
irn Filtrut: Histidiri + 
+ iibrige Amiiiosiiurixii ailsorbirrt iili: 

adsorbiert WI: 

J. 

Ifhrat, (HsS0,-Pyi~l ir i )  

J- 
Filtrol-Neulrol -> 8,Iiiivrt. init,  KTTIrO,: T , p i l r  
ini Adsorbat: 
Arginin 

I + 
Filtrol-Seu.tro2 -+ Adsorbat: Hlatictin 
im Filtrat: 
iibrige Aminosaureri 

8 )  0. Fdin u. It.  D.  Bell, J. biol. Chemistry 29, 329 [1917]. 
a) l*:l~oida 56, 751 [1923]; ~ g l .  dagegeu die ueg::;rtiveli H ~ f u r i i l e  YOU I I .  K n p e l l r ~ - A r l l ~ r  

') J .  So<:. vhein. Ind. Japan, Suppl. 39, 64B --RRB, 8RR, lH6H [1!1:36]. 
8) Hoppr-Sryl~:r'i X. phyiiol. Uhmi. 240, 198 [IUUtj]. 
y, Ber. ,lt,roh. chain. (ips. 74, lW2Y [1Y41]. 

11. /<. A'tenb, Biochem. Z. B5, 390 [1931]. 
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111. Organische Austauscher. Die in den letzten 
Jahren von der Industrie auf Kunstharzbasis entwickelten 
organischen Austauscher (Wof atite)lO) sind von K.  Freuden- 
berg u. Mitarb. rnit Erfolg zur Trennung von Amino- 
sauren herangezogen worden"). Es wurde gefunden, daR die 
durch Kondensatinn von stark sauren (mit aromatischen und 
aliphatischen S0,H-Gruppen substituierten) Phenolen rnit 
Formaldehyd erhaltlichen sauren  Wofa t i te  (K, KS und A) 
alle Aminosauren aus waRriger Losung festhalten. 

Aus den sauren Wofatiten lassen sich die neutralen und 
basischen Aminosauren rnit Pyridin-Wasser eluieren, wahrend 
durch das schwache Pyridin die Salze der basischen Amino- 
sauren nicht zerlegt und daher nicht eluiert werden. Ihre 
Elution gelingt durch Anwendung von Sauren, wobei sie als 
Salze in Losung gehen. Nach eigenen Versuchen adsorbiert der 
schwacher saure Wof a t  i t  C (-C0,H-Gruppen-haltig) von 
allen Aminosauren nur die basischen, deren Abtrennung mit 
diesem Mittel leicht gelingt . Mit verdiinnten Mineralsauren 
werden sie als Chlorhydrate &us der Saule eluiert. Die durch 
Kondensation von Aniinen mit Formaldehyd gewonnenen 
basischen Wofa t i te  (M) halten hingegen nur saure  Amino- 
sauren fest. Deren Elution gelingt durch Anwendung basi- 
scher Mittel (K.  Freudenberg und Mitarbeiter). 

IV. Aluminiumoxyd. Basische Saule.  Das zur chro- 
niatographischen Adsorptionsanalyse in den Handel gebrachte 
Aluniiniumoxyd reagiert in waRriger Aufschweniniung ziem- 
lich stark basisch. Es enthalt Natrium-Ionen, die als Aluminat, 
besonders aber als Carbonat und Bicarbonat gebunden vor - 
liegenll). In einer Saule aus diesem Material werden, wie 
Schwab u. Mitarb. fanden13), verschiedene Metallionen in cha- 
rakteristischer Reihenfolge festgehalten, wobei die Natriuni- 
Ionen der Saule durch die Metallionen mehr oder weniger 
leicht verdrangt werden und diese, wahrscheinlich als Carbo- 
nate, auf der Saule ausfallen. Auch die basischen Aminosauren 
Arginin und Lysin werden aus neutraler Losung an diesem 
Material festgehalten und konnen mit Saure leicht eluiert 
werden. Histidin, dessen isoelektrischer Punkt weiter ini Sauren 
liegt, Iauft durch die Saule durch14). 

S a u r e  Saule.  Wie G.-M. Schwab u. Dattler zeigten, wird 
beim Behandeln des basischen Aluminiumoxyds mit ver- 
diinnten Mineralsauren das Na+ durch H+ verdrangt und 
gleichzeitig das Aluminat-Ion zu einem Aluminium-Kation um- 
geladen. Dieses liegt dann in Bindung mit dem Anion der zur 
Vorbehandlung beniitzten Saure vor. An einer solchen Saule 
werden die anorganischen Anionen unter Verdrangung des 
Anions der Saule festgehaltenl6). Wir zeigten spater, daR auch 
organische Saure-Ionen unter Austausch an mit HC1 vorbe- 
handeltem Aluminiumoxyd adsorbiert werdenl4). Unter den 
Aminosauren werden nur die sauren (Glutaminsaure, Asparagin- 
saure, Oxyglutaminsaure) aus neutraler Losung festgehalten, 
wahrend alle anderen die Saule passieren, auRer Cystin, das 
infolge seiner Schwerloslichkeit beim Saulen-p (4-5) aus- 
fallt . Seine selektive Elution gelingt mit Hz5-gesattigtem 
Wasserle) . Die Auftrennung von Aminosaure-Gemischen in 
basische, saure und neutrale Aminosauren wurde an den 
Hydrolysaten verschiedener Proteine durchprobiert, wobei sich 
Werte ergaben, die mit denen der Literatur in guter Uberein- 
stimmung stehenl') . 

Die sauren Aminosauren konnen eluiert werden : durch 
Laugen, durch Ionen, welche starkere Adsorptionsneigung 
zeigen (z. B. Phosphat), oder durch die Anionen der sauren 
Saule in hoherer Konzentration. 

Im letzten Fall beruht die eluierende Wirkung auf der 
Umkehrung der zur Adsorption fuhrenden Reaktion : 

Saule+Cl- + Aminodicarbonsaure-Na+ $ 
Saule+Aminodic.- + Na+CI- 

Da die Gleichgewichte fur die verschiedenen Aminodicarbon- 
sauren bei verschiedenen Werten zu liegen scheinen, besteht 
hierin eine Moglichkeit der fraktionierten Elution. 

Ganz kurze Zeit spater haben F. Turba u. M .  Richter iiber 
die Moglichkeit berichtet, die Aminodicarbonsauren an eine 
mit EssigsaurelAcetat-Puffer von pa 3,3 vorbehandelte Alu- 
10) G. G&phach, Beiheft zur Ztschr. des VDCb. Nr. 31; auiizugsweise veroffentlicht 

1') K.  Freudenberg H .  Walch u. H .  Xolter, Naturwiss. 30, 87 [19421. 
12) Vgl. 0. 8iezoer;u. H. Jungnickel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 76, 210 [l943]. 
13) f f . -M.  SchwaL u. K.  Jockers, diese Ztschr. 50, 546 [1937]; C .  i%f.Schumb in Phgsikil. 

1 4 )  TI&. Wieland, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 273, 21 [l!M2]. 
lS) Dieae Ztschr. 50, 091 [1!)371. 

1:) 2%. Irirlend, Natnrwins. 30, 374 [1!1421. 

diese Ztschr. 52, 215 [11)391. 

Methoilen d. nualyt. Chemie, Leipzig 1939, Bd. 3, S. 60. 

Th. IVi~Zand, Ber. Dtsch. Chein. Ces.  75, 1001 [1!)-I2l1. 

miniumoxyd-Saule aus saurer Losung zu adsorbierenla). Sie 
konnten ferner bei 50° mit dem zur Vorbehandlung des Alu- 
miniumoxyds verwendeten Puffer die Glutaminsaure aus der 
Saule quantitativ losen, wahrend Asparaginsaure haften blieb. 
Wir konnten eine ahnliche Trennung der beiden Amino- 
clicarbonsauren aus der HC1-behandelten Saule mit n/z Essig- 
same bei Zimmertemperatur erreichenls) . 

In 80-90yoigem Mkohol lassen sich bekanntlich die neu- 
tralen Aminosauren mit Alkali wie Saiuren gegen Phenol- oder 
Thymolphthalein titrieren. DemgemaR werden auch sie in 
diesem Losungsmittel als Natriuni-Salze von der sauren Alu- 
iiiiniunioxyd-Saule festgehalten, wodurch ihre Abtrennung voii 
Neutralkorpern und manchen Basen gelingtl'). Die andere 
Moglichkeit, die neutralen Aminosauren zu wahren Sauren zu 
niachen und sie so niit Alkali zu titrieren, nainlich die Reaktion 
Init Formaldehyd,  haben in jiingster Zeit G. Schrumm u. 
J .  Primosigh in ihrer Anwendbarkeit auf die Adsorption an 
saures A1,03 untersucht20). Sie fanden, daB von den in 10Y0iger 
Formalin-Losung gegen Phenolphthalein neutralisierten Mono- 
aminomonocarboiisauren nur Glykokoll und Serin, deren 
pK-Wert in diesem 1,osungsmittel am weitesten ins Saure 
verschoben ist, festgehalten werden. Sie werden durch ver- 
tliinnte Lauge eluiert. 

B. Chromatographische Aminosaure- 
Trennungen auf Adsorptionsgrundlage. 
Der Vorgang cIer Adsorption, d. h. die Erhohung der 

Konzentration von Stoffen an der Grenze zweier Phasen, ist 
reversibel. Wird die Konzentration einer Losung, mit der ein 
fester Korper im Adsorptionsgleichgewicht steht, z. B. durch 
Verdiinnen erniedrigt, so wird von dem adsorbierten Stoff 
so vie1 an das Losungsmittel abgegeben, bis das Gleichgewicht 
gemaR der Adsorptionsisotherme wieder erreicht ist . Die 
Umkehrbarkeit bringt es mit sich, daR beim Durchlaufen 
eines Stoffgemischs durch eine Adsorptionssaule die Stoffe 
als Zonen wandern, und zwar verschiedeiie Stoffe gemaR ihrer 
verschieden groRen Adsorptionskoeffizienten verschieden 
schnell. Fur die Aminosauren eignet sich nach A .  Tiseliuszl) 
als Adsorptionsmittel a k t i v e  Kohle (Kahlbaum). E r  lie13 das 
Gemisch neutraler Aminosauren in waiUriger Losung von unten 
durch eine Saule von Aktivkohle treten und beobachtete in 
der oben austretenden Losung mit der Schlierenmethode, daR 
einzelne Komponenten nacheinander erschienen. Neuerdings 
wurde von den Schweden auch die interferometrische Beob- 
achtung der Konzentrationsunterschiede im Durchlauf an- 
gewendetZ2). Glykokoll oder Alanin traten unverzogert mit 
dem Pliissigkeitsmeniscus aus, wurden also nicht adsorbiert . 
Etwas spater folgten Valin und Isoleucin, wahrend die aroma- 
tischen Aminosauren Phenylalanin und Tryptophan aus einer 
Saule von 1 g Kohle erst austraten, als 62,5 bzw. 76,5 cm3 
Losungsmittel bereits durchgeflossen waren. Diese ,,spezi- 
f ischen Verzogerungsvolumina",  die ein Ma6 fur die 
Adsorbierbarkeit sind, gibt fur eine Reihe von neutralen 
Aminosauren in 0 , l  molarer Kochsalzlosung die Tabelle20) 
wieder. 

Tabelle. 
Glykokoll . . . . 0 ,O  Prolin . . . . . . . . 2,s Isoleucin . . . . . . 9,2 
Alanin . . . . . . . 0.3 Valin . . . . . . . . 3,2 Phenylalanin . . 62,5 

Tryptophaii . . . 76,5 Oxyprolin . . . . l ,R  Leucin . . . . . . . . 7,7 

Schramm u. Primosigh niitzten den grouen Unterschied im 
Adsorptionskoeffizienten zwischen den aliphatischen und aro- 
matischen Monoaminomonocarbonsauren in einer einfachen 
Methodik zur Trennung ausz0) : In einem gewohnlichen Chro- 
matographierohrchen wird z. B. das Gemisch aus Isoleucin, 
Leucin, Methionin, Valin, Serin, Phenylalanin, Tyrosin und 
Tryptophan (Gesamt-N im ganzen 3,546 mg) an 2 g granulierte 
gesiebte Aktivkohle (Schering), die mit 20xiger Essigsaure 
ausgekocht und zur Vermeidung von Oxydationen mit Kalium- 
cyanid vergiftet war, in 5yoiger Essigsaure zur Adsorption 
gebracht. Dabei befanden sich in einem Durchlauf von 50,O cm3 
die gesamten aliphatischen Aminosauren. Die aromatischen 
hingegen wurden erst niit 5%igem Phenol in 20%iger Essig- 
same eluiert. 

Eine andere Moglichkeit der Trennung von neutralen 
Aminosauren ist von Karrer vor kurzer Zeit angegeben wor- 
den23). Dazu werden die Methylester von Glykokoll, Alanin, 
la) ller. Dtsch. Chem. Ges. 75, 340 [1942]. 

Ebenda 76. 373 [1!)431. lY) '11. 1Yieland u. L. Wirth, ebenda, im Druck. 
21) Ark. K m i . ,  Mineral. Geol., Ser. B 14, Nr. 32; 15, Nr. 0 [l9411. 
8 % )  .L .  'Pisdins 11. S .  Clnrssoii, rbeniln 15, Nr. 18 [1942]. 
z3) 1'. / i (< r r?r .  I : .  Zidlpr 11. G .  S'zi;?q/i, Jlvlv. chim. Actn 26, RS [1943]. 



1,eucin und Valin niit N-1~-Plieiiyl-~tzohel~zoylchloritl in Pyridin 
in rotbraun gef arbte Ac,yl-Verbilltlungen iibergefiihrt , die sic.11 
itus 5 Teilen Henzol + 95 Teileii 1,igroiii unter Zonenbildung 
an basisches Zinkcarbonat  cliroiiiatographiereii lassen. Die 
Keilienfolge der %onen war : Glykokoll-, 1-Atanin-, 1-Leucin- 
untl 1-Valin-Derivat , Einer quantitative11 Auswertulig dieser 
Methode diirfte aber der uneinheitliche Verlauf der Acylierung 
ini Wege stehen. 

C. Aminosaure- Trennung unter Ausnutzung des 
Unterschiedes in den Verteilungsquotienten 

zwischen zwei flussigen Phasen. 
Wie eingangs ansgefiihrt, lafit sich eine chromatographi- 

sche Trennung auch dann voraussehen, wenn der Vorgang 
des Ausschiittelns zwischen zwei wenig mischbaren Fliissig- 
keiten in vielen Stufen hintereinander durchgefiihrt wird. 
Eine geeignete Anordnung dafiir haben Martin 11. Syngc in 
ihrem sogenannten , ,Fliissigen Chromatogramnl" angegeben24). 
Sie lieoen Silicagel in methylorange-haltigem Wasser quellen 
und fiillten diese gelbe stabile waflrige Phase in Chloroforni- 
Aufschwemmung in ein Chromatographierohr ein. Lafit inan 

nlanins, die niiehstc aus deiii des Leuciiis urid Isoleucins, die 
dritte a m  dem des Prolins, Valins und Methionins bestand, 
wahreiid Acetyl-glykokoll utid Acetyl-alanin als fast un- 
bewegliche Zone11 oben sitzen blieben, dereli Anfteilung spiiter 
anch gelang26). Diese neue Chromatographiertechnik diirfte 
auch fiir andere Stoffgemische mit Vortcil anzuwenden sriil. 

Es crschcint moglich, daU sich die Uakirschc Butanol- 
Ausschiittelung nach dieser l'echnik chromatographisch aus- 
werten 1aBt. Eigene Versuche, die fortgesetzt werden, haben nanl- 
lich ergtb-n, daB durch cine Saule von Aluminiurnoxyd, das sich 
mit butanol-gesattigtem Wasser vollgcsaugt hatte, in wasser- 
gesattigtcm Butanol Alanin, Glykokoll und Prolin mindestens 
lOmal langsarnrr wandern als die L-ucine, Valin und Methio- 
nin. Antierungen im pH, der Salzkonzentration und des Losungs- 
mittels und Zusatz von Formaldehyd (die Formaldehyd-Verbin- 
dungfn der Aminosauren sind in Butanol vie1 leichter loslich als 
die freicn Sauren) lassen eine wcitere Auftrcnnung dcr genanntcn 
Gruppen crwarten. 

Zusammenfassung . 
Unter Beniitzung des heute schon vorliegenden Versuc!is- 

materials lafit sich ein Trennungsgang fur die Analyse voii 
Proteinhydrolysaten aufstellen : 

durch eine solche Saule das Gemisch b c h i e -  
dener N-Acetyl-aniinosanren in einer Losung 
von Chloroform + 03-1 % Butanol laufen, 
so bildet sich unter I'arbumschlag in Rot am 
oberen Ende der Saule eine Zone aus, die beim 
weiteren DurchflieIjen des Losungsmittel- 
gemischs unter Ausbildung von differenzierten 
roten Zonen nach unten wandert. Maagebend 
fur die verschiedenen Wanderungsgeschwindig- 
keiten ist der Verteilungskoeffizient der Acetyl- 
aminosauren zwischen den beiden Phasen 
Wasser und Chloroform-Butanol. E r  ist z. B. 
fiir Acetylprolin 9 3 ,  fiir Acetyl-phenylalanin 
1,3. Es mufi also die Acetyl-prolin-Zone 
wegen der groIjeren Loslichkeit dieser Saure 
in Wasser von der wafirigen Phase (Saule) mehr 
zuriickgehalten werden als die andere Ver- 
bindung mit kleinerem Verteilungskoeffizient, 
d. h. sie mul3langsamer durch die Saule wandern. 
Das ist tatsachlich der Fall. Esgelang den engli- 
schen Chemikern auf diese Weise, mit befriedi- 
gender Genauigkeit kiinstliche Aminosaure-Ge- 

Aminosilure-auiniseti 
;~(Lsorbiert, :in: 

t 

Filtrol-Neutrol ini hdaorbat: Hlstidin 
Fikrat wtsorbicrt inl: 

SU7CTeS Al,O, im Ailrorli;tt: 
Wiltrat cidsorbiert ill(: 

Aktivkohle iur hdaorbat: Tryptotihali 
Biltrnt ;idsorbicrt an: Tyrosin 

xaures Al,O, i i i  iin Adsorbilt: Ulgkokoll 
lO%iqem CH?O Seriii 
Fi1tr:it als N-Acctyl- 
Verhindungeu 
ndsorbiert ail: 

Silicagel + Wasscr iin hdsorli;it: Ahillill 

Glutanliusiiure I Asparaginsiurc 
Cystin 

cluiert init H,S ges. H ~ o . .  . . Cyst.eiri 

daiui niit, vcril. Laugc. . . . . . Anparaginsilllre 
1 danii niit 0,5 11 Eraigsiiurc: . . Glutaniinsilure J. 

J. 

$ Phon ylalanin 

J. 

mische und Proteinhydrolysate nach Acetylierung mit Essig- 
saureanhydrid in 2 n-Natronlauge in vier Zonen aufzuteilen, von 
denen die zuerst ausflieRende ans dem Acetyl-Derivat desPheny1- 

Dieser Trennungsgang wiirde den klassischen Methodell hiiisicht- 
lich der notigen Materialmengen und des Zeitaufw-atv1es und 
wohl auch an Genauigkeit iiberlegen sein. Bii8gq.28. J W ~ ~  1943. [A. 21.1 

a 4 )  d. .7. 1'. Martin u. I t .  L. Af. Synge, Biochem. J. 35, 1358 [ l O U ] .  20') -1. I I .  Gordos, 8. J .  P. Martin u. n. L. M. S'ynge, Biochelrlic J. 38, I [1U42]. 

I Analytisch-technische Untersuchungen I 
Zur photometrischen und colorimetrischen Kobalt-Bestimmung 
Co-Be stirnmung als Kobaltrhodan-Komplex in aceton-haltiger Losung 
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iir die photoiiietrisclie oder colorinietrischel) Bestiiiiiiiung F des Kobalts in 1,egierungen wurde in letzter Zeit neben 
anderen Farbreaktionen aucli die Blaufarbung des Kobalt- 
r hodan-Koniplexes herangezogen'V) . Diese schon seit langeni 
bekannte Farbreaktion zeichnet sich durch besonders hohe 
ISmpfindliclikeit aus, so daLI sie ebenso vorteilhaft fur die 
Mikro- wie fiir die Makrobestinimung anwendbar ist. 

Bei Gegenwart von Eiscn arbeitet inan nacli den1 Aniyl- 
alkoliol-Extraktionsverfahren. Das &en wirtl dabei niit 
Natriumpyrophospliat getanit, so da13 nach Zusatz von Aniiiio- 
niumrhodanid der Kobaltrhodan-Komplex init Amylalkohol 
extrahiert werden kann. Da sich die zugesetzte Natriunipyro- 
phosphat-Menge nach der vorhandenen Eisen-Menge richtet, 
erfordert diese Methode eiriige Vertrautheit und Uhung. Sie 
eignet sich vorzugsweise fur die rasche Bestiniiiiung nieclerer 
Co-Gehalte in Ni-reicheren Legierungen. 

~~~~~ ~~ 

') Vgl. die Definitionen der BFgrilfe Phc,toinctrie uiid Colorimetrie, clicse Ztschr. 55, 
a) Ebenda 55, 206 [LO42]. 

3, B. Stengel, ebenda 56, 47 [1948]. 
361 [1942]. 

1)agegen kaiin nacli der Aceton-Methode rnit genau fest- 
gelegten Reagentienniengen gearbeitet werden. Diese Be- 
stimmung kann daher aucll als ausgesprochene Betriebs- 
niethode angewendet werden, die sich bei beschleunigteni 
Arbeiten meist auch fiir betriebliche Verhaltnisse geniigentl 
rasch durchfiihren lafit. 

Die blaue Farbreaktion, die man nach Abtrennung der 
storenden Elemente, wie Fe, Cr, W usw., auf Zusatz von 
Kaliuinrhodanid nnd Aceton erhalt, gehorcht fiir alle in I'rage 
komnienden Konzentrationen streng den1 Beerschen Gesetz. 
Die photometrische oder colorimetrische Messung kann daher 
auRer init Hilfe lichtelektrischer Gerate auch mit den eiti- 
gefiihrten visuellen Photometerns) und Colorimetern durcli- 
qefiihrt werden. Besonders bewahrt hat sich hierfiir das 
Zeiss-Pulfrzch-Photometer'), da sicli dabei die Mogliclikeit 
bietet, aufier der rein photometrischen Messung die Bestim- 
mung fur hohere Gehalte auch anf photometrischern Wege 

4, Ausgearbeitct im Einvernehmcn mi t  der Fa. Carl Zeiss, im September 1942. 
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