
Zur Reinheit handeloiiblicher 
Adenooin-5'-triphosphaGPrPparaparate 

Von Dr. H A N N S  S C H M I T Z  

Insfitut fiir experimentelle Krebsforschung der Uniuersitat 
Reidelbevg 

Unteraohiedliohe Ergebnisse bei der Verwendung von handels- 
iiblichem Adenosin-5'-triphosphat (ATP) in bioohemieohen Un- 
tersuohungen werfen die Frage nach der Reinheit der verwendeten 
Substanz auf. Kiirzlich besohrieb Marrianl) das Vorkommen 
einee neuen Nucleotids in einem kaufliohen ATP-Pr Sparat. Auf 
Grund verschiedener chemisoher und enzymatischer Analysen 
wurde diem mittels Anionenaustauschohromatographie isolierte 
Verbindung als Adenosin-5'-tetraphoaphat identifieiert. Sacks und 
Lutwak') fanden in Handels-ATP ebenfalls Verbindungen, die 
auf Grund ihres Verhaltens sowie ihrer ohemisohen Zusammen- 
setzung weder als ATP nooh a ls  ADP oder AMP angesprochen 
werden konnen. Hier sollen Ergebnisse, die bei der Priifung der 
Reinheit einiger in Deutsohland im Handel befindlieher ATP- 
Prtiparate gefunden wurden, besohrieben werden. 

Y e t h o  de: ATP-di-natriumealz wurde in Waeser geloat und 
mit 0,001n KOH neutralisiert. ATP-Ba wurde durch Zugabe 
berechneter Mengen von Na,SO, in das Na-Sale libergefiihrt. Die 
neutralen Losungen wurden an einen Anionenaustauscher (Do- 
wex-1, HCOO-) adeorbiert und durch kontinuierlich aneteigende 
Konzentrationen von HCOOH und einer Misohung von HCOOH + 
HCOONH, eluiert. Einzelheiten derVereuohsanordnung vgl.B*'*s**). 

Ergebnisse :  In Bild 1 ist ein Anionenauetausohohromato- 
gramm einee untersuohten ATP-Praparates (Nr. 3 der Tab. 1) 
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Bild 1 
Als iinke Ordinate 1st die UV-Absorptlon be1 260 mp (d - 10 mm) 
der auf der Absziesenachse aufgetragenen Fraktionen angegeben. Als 
rechte Ordinate 1st der &,,/Em-Quotient aufgetragen. Die Frak- 
tionen wurden mittels elnes automatlschen Fraktionssammlers ge- 
trennt. Jede Fraktion hatte ein Volumen von 4 ml. Auetauschbett: 
08x18 cm. Die Mischflasche enthielt zu Beginn des Versuches 
3b0 mi dest. Wasser. Die Reservoirflasche enthielt 4 n HCOOH 
(Fraktionen 1-82) die dann (Fraktionen 83-SchluB) durch eine 

Mischung von i n  HCOOH + 1 n HCOONH, ersetzt wurde. 
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wiedergegeben. Das Bild eeigt, daD auller ATP, ADP und AMP 
noch andere UV-abeorbierende Verbindungen vorhanden sied. 
Diese Fraktionen enthalten R ibose  und PhosphoreBure  in 
wechselnden Mengen. Unter den BedingunJen der Beetimmungs- 
methode weisen AMP,  ADP und ATP einen Quotienten 
von 0,4 auf, wtihrend in diesem Chromatogramm lwei kleinere 
Maxima und die ersted Fraktionen des als ATP beeeiohneten 
Maximums einen sehr hohen Quotienten besitzen. Die Identifi- 
--- 
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sierung dieser Fraktionen mit den Quotienten bis zu 1,6 ist no& 
nioht abgeechloesen. Tabelle 1 enthalt eine Zusammenfassung der 
Ergebnisse von 8 Prtiparaten. 

4 I Waldhof I 1,7 1 20 I 72,5 17 
5 I Waldhof (ATPsa) I 2 I 17 I 75 1 5 

Erwartungsgemiia enthielten alle analysierten Prtiparate neben 
ATP einen mehr oder minder groDen Gehalt an ADP und AMP. Die 
Anwesenheit der beiden letztgenannten Verbindungen iat rum 
Teil duroh unsaohgemHDe Lagerung (Zerfall zu ADP und AMP 
bei Zimmertemperatur) und auoh durch Temperatureinwirkungen 
beim Vereand eu erklgren. Andererseits ist ATP-Na, eine so 
stark0 SBure, daO eelbst unter gr6Deren VorsichtsmaDnahmen 
(Aufbewahrung im Tiefkuhlfaoh) eine langsame Hydrolyse statt- 
findet. Fiir biochemisohe Untersuobungen wesentlich eohwer- 
wiegender zu bewerten ersoheint jedooh der Befund, daO alle un- 
tersuohten Praparate auDer AMP, ADP und ATP nooh a n d e r e  
Nuo leo t ide  enthielten. In  einem Falle wurde wie von Mawion 
Adenosix~-5'-tetraphosphat gefunden. Aus anderen Prtiparaten 
konnten Nuoleotide, die ale Basen Guanin, Cgtosin und Uracil 
enthielten, isoliert werden. Aue einem PrDparat wnrden anch 
kleine Mengen h e r  Substanz isoliert, die epektrophotometrisoh 
mit Harnshre  identisch ist. Inwieweit die genannten Verbin- 
dungen bioohemische Untersuohungen unerkannt beeinflussen 
konnen sei hier nicht erortert. Es eoll'aber darauf hingewieeen 
werden, daB z. B. die Freisetzung von anorganischem Phosphat 
nus Adenosin-5'-tetraphosphat duroh die ATP-ase von Myo- 
fibrillen um den Faktor 2 kleiner ist, als wenn ATP als Substrat 
verwendet wird. Es sei such an die Beobachtung Skrters') er- 
innert, der in kiluflicher ATP mehr saurelabiles Phosphat fand, 
als ihrcm Gehalt an ATP und ADP entsprach. 

[Z IIO] Eingeg. am 31. Mai 1954 

Zum AufsaCtz ,,Katalyoe durch lonenaurt;ruschers4 
Von Dip1.-Cbem. F. H E L F F E R I C H ,  

Cidtfingen 

Naoh der Druoklegung des Aufsatzee in dieser Zeitsohrift.$g, 
241 [1954] wurden mir nooh folgende Einzelangaben iiber einige 
teohniache Verfahren euganglioh gemaoht: 

Veree te rung  von  Adipineiiure m i t  Dodecy la lkoho l  bei 
120 OC in einer Kolonne. SBure und Alkohol werden am Kopf 
der Kolonne, Benzol von 80 O C  in der Mitte der Kolonne einge- 
epeist. Am Kopf deetillieren Benzol und Waseer ab, der Ester 
wird in quantitativer Ausbeute unten abgezogen. In gleicher 
Weise wird bei 80% S t e a r i n s k u r e  rnit d t h a n o l  verestert 
(DBP. 878348, 1.G.-Farbenindustrie, 1942). 

S e b so i n s  liur 8- d ime  t h y les  t er, Bern- 
steins&ure-dimethyleater, EsaigsHureilthylester, C)le&uremethyl- 
ester, katalysiert duroh H+-beladenen Kationenaustauscher in 
eider Kolonne. Eine Emulsion des Esters in verdiinnter Sohwefel- 
a h r e  wird am Kopf der Kolonne eingespritzt, in der Mitte der 

H y d r  o l  ys e vo n 

7 )  E. C .  Sloter, Biochemlc. J. 53, 157 [1953]. 
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Kolonne wird Wasserdampf eingeblasen. Die wabrige Lbsung der 
Skure lbuft unten ab. (B. 6409, 1.G.-Farbenindustrie, 1943; Pa- 
tentanmeldung zuriickgezogen). 

Her s t e l lung  grobs t l ick iger  Aus tausche r  eur Verwendung 
ale Katalysatoren in technischen Anlagen durch Verkleben von 
Kbrnern normaler Grebe mit pigmentfreiem Formaldehydharz- 
Laek oder durch Kondensieren rnit Formaldehydharz-PreOpulver 
bei 160 OC und 0,25 atii (DBP. 877744, 1.G.-Farbenindustrie, 
1944). 

Ich danke der Palentabteilung der Farbenfabriken Bayer, die mich 
in  freundlicher Weise unterstiilzt haf. 

[ Z  1071 Elngeg. am 6. Ma1 1954 

Anreicherung von Elementspuren') 

Von Prof. Dr. C .  M A H R  und Dipl . -Chew H .  K L A M B E R G  
Universdtat Marburg 

Anorganische Abteilung des Chemischen Institutes 

Liegt ein zu bestimmendes Element in sehr verdiinnter Lbsung 
vor und enthalt die Losung gleiehzeitig andere Stoffe in wesent- 
lich huherer Konzentration, so  ist fast immer eine Anreicherung 
erforderlich. 

Einen neuen Weg zur Anreicherung fanden wir in einem der 
Rundfilter-Papierchromatographie nachgebildeten Verfahren. Es 
ist sehr einfach und fiihrt ohne Wartung zum Ziel. Man benutzt 
ein Rundfilter F (Bild 1) der fur Papierehromatographie gebriiuch- 
lichen Sorte S + S 2045b von ca. 11 om Durchmesser, daa zwischen 

Bild I 
Schema der Versuchsanordnung zur Anreicherung 
von Elementspuren (0, und 0. Olasplatten, 

F Rundfilter, Str Filtrierpapierstreifen) 

einer durchbohrten und einer zweiten Glasplatte GI und G, ein- 
gelegt wird, die ihrerseits von drei Schranbklemmen mit geringem 
Druck zusammengehalten werden. Legt man die Scheiben so auf 
den Gummistopfen, der die Kapillare tragt, dab das Papier rnit 
leichtem Druck auf der Endflache der Kapillare aufliegt und stellt 
durch Hineinblasen bei A Kontakt mit der im Saugrbhrchen be- 
findlichen Analysenfliissigkeit her, so wird die Lbsung durch die 
Kapillarkrafte des Papieres weitcr nachgesaugt, die Lbsungs- 
mittelfront wandert durch daa ganze Filter und die Fllissigkeit 
tropft sehlieblich durch die rnit dem Filter in die Glasplatten ein- 

l )  Vgl. diese Ztschr. 66, 329 119541. 

V e r r a m m l u n g r b e r i c h t e  

geklemmten 3-4 Filtrierpapierstreifen Str ab. In einigen Stun- 
den strbmen ca. 3-5 ml Fliissigkeit durch Kapillare und Filter. 
Durch Impragnieren den Papieres rnit einem das gesuchte Element 
nusfallenden Reagenz suchten wir zu erreichen, dab der betr. 
Stoff festgehalten wird und damit den Rf-Wert 0 erhhlt. Damit 
das ImprPgnierungsmittel nicht ausgewaschen werden kann, setz- 
ten wir es der zu analyeierenden Lbsung selbst zu. Der gesuchte 
Stoff befindet sich dann nach dem Versuch alB Fleck in der Mitte 
der Filterscheibe. In einer Eisen(II1)-sale-Lbsung z. B. der Ver- 
diinnung 1:IO' (0,l mg Fe/l) ist auch mit den empfindlichsten 
Reagenzien kein Eisen nachzuweisen. Lkbt man die Lasung nach 
NaOH-Zusatz jedoch durch das Filter wandern, 80 scheidet sich 
Eisenhydroxyd an der Auflagestelle der Kapillare scharf begrenzt 
ab, wenn mehr ale ca. 2 pg Eisen hindurchtraten; bei Mengen 
von Bruchteilen eines pg ist die Eisenanreicherung noch durch 
Entwickeln mit Kaliumcyanoferrat(I1) nachzuweisen. Bei etwas 
grbberen Mengen wurden auch nus sehr verd. Lbsungen quantita- 
tive Abscheidungen erhalten. Da man sich, selbst bei der ange- 
gebenen VerdUnnung, immer noch weit iiber dem Lbsliehkeits- 
produkt des Eisenhydroxyds befindet, ist anzunehmen, daO das 
Hydroxyd schon kolloid in der Lbsung vorliegt. Es wird dann 
beim Eintritt der Lbsung in das Papier ausgeflockt. Die Aus- 
flockung positiv geladener Sole an Filtrierpapier ist schon friih 
becbachtet worden. Bei unserer ,,Punkt-Flockung" (1 mmz) ge- 
sammelter Niederschlag kann rnit einer kleinen Soheibe des Fil- 
ters ausgestanzt werden und entweder direkt oder nach Veraschen 
des Scheibohens gelbst werden. Die um den Faktor 10-100 kon- 
zentrierte Lbsung kann mikrochemisch oder spektralanalytisch 
weiter untersucht werden. Im Gegensatz zu Sahlbom*) fanden 
wir, dalJ auch negativ geladene Sole am Papier ausgeflockt wer- 
den. 1:6.108 verd. Bleisalel6sungen, die auch in einigen om Schicht- 
dicke mit H,S keine erkennbare Braunfiirbung mehr ergeben, 
zeigen bei der Punktflockung noch braune, scharf begrenzte Sul- 
fid-Ausscheidungen. Die Erscheinung ist aber nicht auf solche 
gelartigen Niederschlkge beschrknkt, wie das Verhalten von 
Ble i su l f a t  seigt, das aus iibersattigten Lbsungen immer deutlicb 
kristallin ausfiillt: 1:106 verd. und mit Schwefelsaure oder Sulfat 
versetzte Bleisalzlbsungen, die wiihrend der Versuchsdauer keinen 
sichtbaren Niedersehlag geben, scheiden bei der Punktflookung 
das Bleisulfat nus, das nach dem Entwickeln nit Ammoniumsulfid 
a h  brauner Fleck erkennbar ist. Legt man dae Filter nach dem 
Hindurchtreten der beabsichtigten Menge stark verdlinnter Blei- 
sulfat-Lbsung auf eine andere Kapillare und l L O t  20-30 min reine 
Kaliumsulfat-Lbsung hindurchflieflen, so werden die Salze aller 
Elemente, die Ibsliche Sulfate bilden, weggesplilt. Dadurch ist die 
Abtrennung der Bleispuren von Kupfer, Arsen usw. mbglich, auch 
wenn die Menge d i e m  Elemente das mehrhundertfache betrilgt. 
Dab auch komplex zusammengesetzte Niedersehliige abgesehie- 
den werden, kann am Thallium gezeigt werden. Aus Lbsungen, 
deren Verdiinnung jenseits der Grenze sichtbarer Fiillung liegt, 
lkOt eich das Thallium als [TI(TCA),]ClO,*) niederschlagen (TCA = 
Thiocarbamid) und u. a. vom 200fachen Uberschub an  Arsen 
trennen. 

Dem Verfahren Mcheint ein groler Anwendungsbereich zuzu- 
kommen. Durch AbLnderung der Apparatur konnten wir inzwi- 
schen die Verdiinnungsgrenze weiter heraufsetzen, beim Eisen 
z. Zt. auf l:108. Auch liegt die Verwendung nichtwiflriger La- 
sungen nahe. lfber weitere Ergebnisse sol1 spater berichtet wer- 
den. 

Eingeg. am 25. Ma1 1964 [Z 1 I I] 

*) N. Sohlbom Kolloidchem. Beihefte 2 79 [I910 11). 
a)  C. Mahr u. 'H. Klamberg, Mlkrochemk 40, 390 /1953]. 
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S .  S K R A  U P ,  Wiirzburg: Neuere Untersuchungen ZUT Schwe- 
ielung ungesattigler Verbindungen. 

Einwirkung wiiOriger Polyeulfid-Lbsungen verkniipft zwei Mo- 
lekeln alipbatischer dthylen-Derivate mit einem unsubstituierten 
H-Atom in a-Stellung mittels Schwefel-Briicke, welche ein oder 
mehrere Schwefel-Atome enthalten kann. So geeehwefelte Olsliure 
liefert, rnit Glycerin verestert, einen ,,vollsynthetischen" Faktis, 
entsprechend den Ansichten des Vortr. liber deren Konstitutionl). 

1) Vgl. diese Ztschr. 64, 360 (19521. 

So cingefiihrter, zweifellos von vornherein gebundener, Schwe- 
fel erweist sich, nach den Konvenienzmethoden der Kau- 
tschukindustrie bestimmt, als ,,freier" Schwefel und nach des 
Vortr. Versuchen als ,,aktiv" zur Bindung weiteren Hthylen- 
Derivates. In homogenem System fiihrt die Behandlung mit 
Polysulfid zu einem fur jedes untersuehte Athylen-Derivat cha- 
rakteristischen Gleichgewicht zwischen organisch gebundenem 
und restlichem Polysulfid-Schwefel. Die von diesen beiden Fest- 
stellungen nus weitergefiihrten Untersuchungen zurn Problem des 
aktiven oder auch ,,freien" Schwefels in  Vulkanisaten werden im 
besonderen auch die im Arbeitskreie des Vortr. wieder stark her- 
vortretende Klasse der Thiosulfoxyde R , S S  zu beriicksichtigen 
haben. 

-S. [VB 5621 
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