Chromatographie an Carboxyl-Papier

Von THEODOR WIELAND und A, BERG"Y)
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitdt Mainz

Chromatographische Untersuchungen mit Filtrierpapieren mit einem Carboxyl-Gehalt von 1 bis 4%,
gaben sowoh| bei Aminosduren als auch bei Aminen und anorganischen lonen aussichtsreiche Ergebnisse.

Nach E. C. Yackel und 0. Kenyon?) 148t sich ein Teil der
Glucose-Reste der Cellulose mit Distickstofftetroxyd zu
Uronsduren oyxdieren. Die Makromolekel erhdlt dadurch
den Charakter einer polyvalenten Carbonsdure, die als
Kationenaustauscher reagieren kann®), Wird die Oxyda-
tion iiber einen Gehalt von 59, COOH (etwa jeder 5.
Glukan-Baustein am Kohlenstoff 6 oxydiert) hinausge-
trieben, so resultieren Priparate, die schon bei einem py
von 8-9 als Alkalisalze in Wasser 16slich sind und sich des-
halb nur im saueren Gebiet zur Chromatographie eignen.
In Zusammenarbeit mit der Zellstoff-Fabrik Waldhof wur-
den deshalb Filtrierpapiere entwickelt, deren Carboxyl-
Gehalt 1-49;, betrug. Die vergleichende Carboxyl-Be-
stimmung geschah durch Titration der von 0,3-0,5 g Pa-
pier aus 50 ¢cm? einer wiBrigen 4proz. Calciumacetat-Lo-
sung nach 30 min in Freiheit gesetzten Essigsdure?). Auf
solchen Papierbogen konnten einige Substanzgemische er-
folgreich chromatographisch getrennt werden.

Aminosiuren

Im Wasser als Losungsmittel bleiben die basischen
Aminosduren fast vollig am Auftragungspunkt zuriick,
wihrend die neutralen und sauren mit der Lisungsmittel-
front wandern. Verwendet man an Stelle von Wasser wiB-
rige Pufferlosungen von py 8 oder basische, so wandern
auch hierbei die saueren und neutralen mit Ry ~ 1, aber
die basischen setzen sich mit verschiedener Geschwindig-

keit in Bewegung. Dabei zeigt Histidin als schwichst- -

basische Aminosdure (p; 7,59) den groBten, Lysin (p; 9,74)
den mittleren und Arginin (p; 10,76) den kleinsten R¢-
Wert. In Bild 1 sind diese Werte bei Verwendung von
m/20 Ammoniumformiat als Entwicklungsfliissigkeit am
19, COOH-haltigen Papier fiir die drei Aminosduren in
Abhangigkeit von py; dargestellt.
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Bild 1. Abhéangigkeit der Rg-Werte vom ppy

Wie man sieht, erweist sich das py; von 9 als optimal zur
Trennung. AuBer vom pp werden die Rs;-Werte, wie das
beim Vorliegen eines lonenaustauschmechanismus nicht

1) Teil der Dissert. A, Berg, Mainz, 1952.

2) J. Amer. Chem. Soc. 64, 121 [1942]; U.S.-Pat. 2232990, vom
25. 2, 1941,
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4) M. Liidtke, Biochem. Z. 269, 372 [1934].
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anders zu erwarten ist, von der lonenstdrke des Puffers
und dem Gehalt des Papiers an austauschenden Gruppen
beeinflut. In Bild 2 ist diese Abhdngigkeit des R;-Wertes
beim Arginin von der Konzentration des Puffers und dem
Carboxyl-Gehalt des Papiers aufgezeichnet. ‘
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Bild 2

R¢-Wert des Arginins in Abhangigkeit vom COOH-Gehalt des Papiers
und der Molaritat des Puffers (Ammoniumformiat, ppy 9)

Fiir die Praxis eignet sich als Entwicklungsfliissigkeit
am besten eine m/20 Ammoniumformiat-Lésung vom py 9.
Ein damit aufsteigend ausgefiihrtes Papierchromatogramm
der basischen Aminosiduren im Vergleich mit Asparagin-
sdure und Leucin auf 19,-COOH-haltigem Papier ist nach
Sichtbarmachen der Flecken mit Ninhydrin in Bild 3
wiedergegeben.
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Bild 3

Papierchromatogramm verschiedener Aminosauren auf 19, COOH-
haltigem Papier mit Ammoniumformiat-Losung (m/20, pH 9) als
Entwicklungsfliissigkeit
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Zum Beweis dafiir, dafl die Trennung auf einer Wirkung von
Carboxyl-Gruppen beruht, haben wir das Papier einige Stunden
mit Diazomethan in Ather behandelt, wonach die Carboxyl-Be-
stimmung negativ ausfiel und alle Aminoséuren sich mit der un-
regelmiflig wandernden Fliissigkeitsfront fortbewegten.

Amine

Die papierchromatographische ‘Trennung von Aminen
ist auf Carboxyl-Papier ebenfalls mdoglich. Wie in einigen
orientierenden Versuchen festgestellt wurde, 146t sich
Cysteamin vom Histamin glatt in der bei den basischen
Aminosduren bewdhrten Salzlgsung vom gleichen py ab-
trennen. Histamin zeigte hierbei Ry 0,16, Cysteamin Rg¢
0,45. Auch die Trennung einiger Alkaloide aus Cale-
bassen-Curare konnte dhnlich ausgefiithrt werden.

Anorganische lonen

Auch hier wurden nur eine Reihe orientierender Ver- -

suche ausgefiihrt, die die prinzipielle Anwendbarkeit des
Carboxyl-Papiers zeigen. Wie aus Bild 4 ersichtlich, lassen
sich z. B. Blei, Wismut und Quecksilber in m/10 Ammon-
acetat-Losung von py 3 auf 19,-COOH-haltigem Papier
scharf trennen. Das entwickelte, noch feuchte Chromato-
gramm wurde in eine Atmosphdre von H,S gebracht.
Silber hat sich bei dieser Pufferkonzentration vom Blei
schiecht getrennt, kann jedoch im m/20 Puffer vom glei-
chen py vom Blei abgetrennt werden, das dann fast am
Ausgangspunkt zuriickbleibt. Ein zweidimensionales Vor-
gehen fithrt also hier leicht zum Ziel. Auch die Trennung
von Arsen, Antimon und Zinn ist bei py 5 mit m/20 Am-
monacetat-Losung gut moglich, worin Antimon als An-
timonyl-Ton nahe dem Startpunkt bleibt und Arsen als
Arseniat etwa mit R; 0,8, Zinn als Zinn(I1)-Ton mit R¢ ~ 1
wandetn. Die systemdtische Durchpriifung weiterer Puf-
fer- oder Salzlgsungen, u. U. unter Zuhilfenahme komplex-
bildender Komponenten wird sicherlich weitere Anwen-
dungsmoglichkeiten des Carboxyl-Papiers bringen.

Zuschriften

Die Ubertragung der Befunde von Davidson (loc. cit.)
bei synthetischen Farbstoffen 148t auch am Carboxyl-
Papier bei dieser Stoffklasse gewisse Erfolge erwarten.
Ebenso erscheint seine Verwendung fiir die Trennung von
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Bild 4

Papierchromatogramm einiger Kationen auf 19, COOH-haltigem
Papier mit Ammoniumacetat-Losung (m/10, pyy 3) entwickelt und

mit H,S sichtbar gemacht

Peptiden mit verschiedenem Gehalt an basischen Amino-
sduren aussichtsreich. Neben der Erleichterung gewisser
analytischer Aufgaben liegt der Wert des neuen Papiers
in der einfachen Ausfiihrung von Vorproben, da eine Uber-
tragung solcher Ergebnisse auf die praparative Chromato-
graphie am Pulver aus demselben Material moglich ist.
Eingeg. am 5. Juli 1952  [A 442}

Kristallisation von Diphosphopyridinnucleotid
(Cozymase)

Von Priv.-Doz. Dr. KURT WALLENFELS
und WALTER CHRISTIAN

Aus dem biochemischen Laboratorium Tutzing der C. F. Boehringer
& Soehne G.m.b. H., Mannheim-Waldhof

Die Reinigung roher Cozymase-Priparate zu solchen hohen
Reinheitsgrades, wie sie fiir gewisse enzymchemische Untersu-
chungen bendtigt werden, ist eine mithsame und langwierige La-
boratoriumsarbeit, bei welcher man von der fraktionierten Fallung
als Metallsalz, der Adsorption an Aktivkohle!), der Gegenstrom-
verteilung?), der fraktionierten Elution aus Ionenaustauschern? 4)
bzw. von der Kombination mehrerer derartiger Schritte Gebrauch
macht. Die Reinheitsbestimmung der so erhaltenen Praparate be-
ruht auf der Bestimmung des Extinktionskoeffizienten der hy-
drierten Verbindung (DPN red) bei der Wellenldnge 340 my, den
man nach Reduktion mit Natriumdithionit oder einem geeigneten
Enzym in Gegenwart eines entsprechenden Wasserstoff-Donators
messen kann. Der diesen Bestimmungen zugrunde liegende Ex-
tinktionskoeifizient € von reinem DPN red wird von verschiede-
nen Autoren verschieden hoch angegeben und schwankt zwischen
6.3 und 9.4 em?/mg®). Diese Differenzen beruhen offenbar daraui,
daB alle beniitzteu Cozymase-Priparate amorph waren, so daf sich
der wahre e-Wert bisher noch nicht sicher festlegen lief.
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Durch Anwendung geeigneter Bedingungen®) ist es uns gelungen,
aus einem 75 %igen DPN des Handels?) den Wirkstoff als kri-
stallisicrtes Chininsalz nahezu quantitativ abzuschei-
den. Hierbei bleiben das iiberschiissige Chinin, die das DPN hart-
nickig begleitenden anderen Nuklcotide und etwa 10 % der DPN-
Aktivitdt in der Mutterlauge zuriick.

Das Chininsalz des DPN kristallisiert in feinen, meist zu facher-
und kugelformigen Biischeln angeordneten Nadeln (Bild 1). Es

" weist einen DPN-Gehalt von57.0%, entsprechend einem DPN : Chi-

nin-Verhiltnis von 2 : 3, auf und sehmilzt zwischen 162 und 170°C
unter Zersetzung.
A

Bild 1
Chininsalz des DPN
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8) Die ausfithrliche Beschreibung erfolgt a. a. O.
7) Praparat der Fa. C. F. Boehringer & Soehne G.m.b. H., Mann-
heim-Waldhof.
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