
I Analytisch-technische Untersuchungen I 
Vollautomatische, quantitative Aminosaure - Bestimmung 

Von Dr.G. E R A U N I T Z E R  

Max-Planck-fnstitut f u r  Biocliemie, Munchen 

Vor 10 Jahren haben S. Moore und W. y. Stein ein rationelles und genaues, chrornatographisches Ver- 
fahren zur Bestimmung von Arninosaure; entwickelt. Die Grundlage d e r  Methode ist die quantitative 
Arninosaure-Bestimrnung rnit Ninhydrin. Heute  gelingt die  Analyse eines Proteinhydrolysates voll- 
autornatisch in 24 Stunden. Darnit ist eine d e r  wesentlichen Voraussetzungen fur  die chernische Er- 

s c h l i e h n g  d e r  Proteine gegeben. 

Einleitung 

Die Ermittlung der Struktur einer chemischen Verbin- 
dung beginnt mit der quantitativen Bestimmung ihrer 
Bausteine. Die Methoden zur Analyse natiirlicher Hoch- 
polymerer stehen heute erst im Anfangsstadiurn. Am wei- 
testen fortgeschritten sind die Methoden zur Strukturer- 
mittlung in der Proteinchemie. Hier wurden in den letzten 
10 Jahren wesentliche Fortschritte erzielt. 

Proteine bestehen aus Aminosauren, die durch Peptid- 
bindungen miteinander verkniipft sind. Je nach Art und 
Zahl der Verknupfungen haben wir die in ihrer Art ver- 
schiedenen, nach ihrer spezifischen biologischen Aktivitat 
definierten Proteine, die als Katalysatoren wesentlich das 
biologische Geschehen bestimmen. Das Verstandnis der 
Wirkungsweise der Proteine setzt die Kenntnis ihrer Struk- 
tur  voraus. Es  gilt, die chemische Struktur,  d. h. bei Pro- 
teinen die Scquenz der Aminosauren, zu ermittelnl). Das ist 
jedoch nur nach vorheriger Bestimmting der Bruttoformcl 
moglich, was einer Bestimmung der Aminosaure-Reste in 
Proteinen und Peptiden gleichkommt. 

Die manuellen Methoden nach Stein und Moore 

Die Methoden zur quantitativen Bestininlung der Aniirto- 
sauren sind seit 50 Jahren bekannt. Bereits Emil Fischer 
hat erste Verfahren angegeben; diese und auch neuere ent- 
sprechen jedoch bei weitem nicht den Anforderungen der 

schen Yonstanten sehr ahnlich. Eine vollstandige Auftren- 
nung konnte daher nur gelingen, wenn die hochste Trenn- 
fahigkeit chromatographischer Verfahren ausgeniitzt wer- 
den konnte, was grundsatzlich nu r  bei Verwendung von 
moglichst g e r i n g e n  Substanzmengen moglich ist. Die ge- 
nannten Forscher haben daher - als einzige - die enipfind- 
lichste chemische Methode zum Nachweis von Aminosau- 
ren, die N i n h y d r i n - R e a k t i o n ,  zur Analyse angewandt. 
Diese Reaktion hat bereits Ruhemarin vor 50 Jahren be- 
schrieben; sie war in allen Handbiichern der Biochemie zu 
finden. Sie gelang jedoch nur quali tativ;  die reproduzier- 
bare und quantitative Gestaltung der Ninhydrin-Reaktion 
wurde des ofteren ohne Erfolg versucht. Sie gelang Moore 
und Mitarbeitern. Durch genaue Festlegung der Versuchs- 
bedingungen (pH, Teniperatur, Mil ieu,  Zeit, usw.), konnte 
eine Genatiigkeit von 104 erreicht wcrden3). Die Empfind- 
lichkeit des Verfahrens ist jedoch urn 1.102 griiRer, als die 
der meisten anderen chemischen Reaktionen, und deshalb 
konnte die zu untersuchende Substanzmenge entscheidend 
reduziert werden. Wahrend man friiher 50 bis 100 mg Sub- 
stanz benotigte, brauchte man jetzt fur eine Analyse n u r  
mehr 1-2 mg eines Proteins. 

Diese Substanzmenge entspricht auch der Kapazitat  
einer Verteilungssaule aus S t a r k e ,  deren groBe Trenn- 
fahigkeit fu r  Aminosauren bereits Synge4) gezeigt hat. I n  
der Tat konnten Moore und Mitarbeiter iiber Starke die 
ersten vollstandigen quantitativen Analysen des p-Lacto- 
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A b ~ S t a r k e s a u l e - C h r o m a ~ o g r a ~ ~ i e  von 2 1 / 2  mg eines Hydrolysates von Rinderserumalbumirl nach 
Moore und Stein. Saule: 13,4 g Starke, Durchmesser 0,9 cm, Losungsmittel 1:2:1 n-Butanol/n- 
Propanol/O,l n Salzsaure gefolgt von 1 n Propanol 0,5 n Salzsaure. Das Eluat wurde in Portionen zu 
0,5 cm?aufgefangen u n d  anschliefiend mit der Hand die einzelnen Fraktionen mit  Minhydrin vermessen 

waren sehr groB. 
Von den vielen Forschergruppen, die sich urn die Ent- globulins und des Rinderserum-albumins ausfiihren5se). Sie 

wicklung eines systeniatischen und rationellen Mikrover- unterteilten das Eluat automatisch in kleine aliquote Teile 
fahrens bemiihten, war dem Arbeitskreis des Rockefeller rnit Hilfe eines Fraktionssammlers. Nach der manuell vor- 
lnsti tuts um Moore und Stein ein endgiiltiger und dauer- genommenen quantitativen Ninhydrin-Seaktion in den 
hafter Erfolg beschieden. Die in den Proteinen vorkommen- einzelnen Fraktionen wurde die erhaltene Extinktions- 
den Aminosauren sind oft homolog und in vielen physikali- ~, 

s, S .  Moore i t .  W. H .  Stein, J. biol. Chemistry 776, 367 119481. 
4, R. L. M .  Synge ,  Biochemic. J.  3S, 285 [1944]. 
5 ,  S. Mooreu. W. H .  Stein, Ann. NewYorkAcad.  Sci. 49,265[1948]. 
6, W. H .  Stein 11. S .  Moore, J. blol. Chemistry 776, 337 [1948). 

l )  G. Braunifzer, Angew. Chem. 89, 189 [19571. 
*) E .  Brand, L. J. Seidel, H .  Goldwafer, 8. Kassel u. F .  J. Ryan,  

J.  Amer. chem. SOC. 67, 1524 119451. 
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kurve fur die einzelnen Aminosauren integriert und daraus 
der Molanteil jeder Aminosaure berechnet. Die Genauig- 
keit betrug annahernd 3%, die Ve-rsuchsdauer 1 Woche. 
Die Arbeit erforderte jedoch neben vie1 Erfahrung gut  ein- 
geubtes Personal. Dieses erste vollstandige chromatogra- 
phische Verfahren zur Analyse eines Proteinhydrolysates 
stellte einen gro8en Fortschritt dar (Abb. I). 

Man versuchte, das Verfahren weiter zu vereinfachen. 
Wichtig war die Herabsetzung des Zeitbedarfs. Fur  die Ver- 
teilungschromatographie bedeutet dies die Erhohung des 
Diffusionskoeffizienten, eine Forderung, die nur schwer er- 
fullt werden kann. 

Moore und Mitarbeiter versuchten daher das Amino- 
saure-Gemisch an I o n e n a u s t a u s c h e r n  zu trennen. Be- 
reits erste Versuche, noch im H+-Cyclus ausgefuhrt, brach- 
ten Erfolge. Ein vollstandig neues Verfahren wurde mit 
Dowex 50x8 im Na+-Cyclus7) entwickelt; dabei wurde ein 
Austauscher von gleichmabiger und sehr kleiner YorngroDe 
(200-400 mesh) verwendet und das Verfahren standig wei- 
ter ausgebaut und verbessert. Es zeigte sich, dal3 die Ver- 
wendung desselben Austauschers in verschiedener Ver- 
netzung Vorteile bietets) und daR die gesonderte Bestim- 
mung der basischen Aminosauren in einer kurzen Saule 
(15 cm Lange) die Genauigkeit der Analyse dieser Amino- 
sauren wesentlich erhoht. Jedoch dauerte eine Analyse 
nach dieser Methode noch mehrere Tage (Abb. 2). 
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e b b .  2. a )  Die Trennung der  proteinogenen Aminosauren uber Dowex 
50x8 (6 mz Gemisch). b)  Die gesonderte Restimmung des 

Tryptophans und der basischen Aminosauren 

') S .  Moore u. W .  H .  Stcin,  ebenda 792, 669 [1951]. 
S .  Moore u. W .  H. Stein, ebenda 211, 179 [1954]. 

Die automatische Methode 

Die letzten beiden Schritte, Verkurzung der Versuchs- 
dauer und Vollautomatisierung der Versuchsanordnung, 
wurden praktisch gleichzeitig vollzogen9-11). Urn den Zeit- 
bedarf zu vermindern, mu8 der Austausch an der Saule 
beschleunigt werden. Dies wurde dadurch erreicht, da8 
durch Herabsetzung der Austauscher-KorngroIe der Diffu- 
sionsweg der Aminosauren verringert wurde; au8erdem 
wurde bei hoherer Temperatur gearbeitet. Es gelang so, die 
Versuchszeit auf 20 Stunden zu reduzieren. 

Gleichzeitig wurde der Ablauf der Analyse voll automati- 
siert. Wahrend bisher das Eluat stets in kleine Fraktionen 
unterteilt wurde, die einzeln manuell analysiert wurden, 
wurde es nunmehr mit einer Ninhydrin-Losung im kon- 
stanten Volumenverhaltnis k o n  t i n u  i e r l  i c  h gemischt: 
Das Gemisch wird in einen Teflon@-Schlauch eingeleitet, 

Puffe? b 
m Bad 

Abb. 3. Schema der Versuchsanordnung der automatischen 
Aminosaure-Analyse nach Spackmann, Moore und Stein 

der sich in einem Wasserbad befindet. Die Lange des 
,,Teflon-Coils" wird so bemessen, daR die Losung (Eluat + 
Ninhydrin) genau 15 min im Wasserbad verweilt; wahrend 
dieser Zeit findet die Reaktion s ta t t .  Das Reaktionsge- 
misch passiert anschliel3end eine P h o t o z e l l e ,  um die 
Extinktion automatisch und kontinuierlich zu messen, die 
iiber einen elektronischen Verstarker mit einem Mehr- 
punktschreiber registriert wird. 

Hierdurch ist der Arbeitsaufwand auf ein Minimum re- 
duziert und die Genauigkeit des Verfahrens erhoht worden, 
da die Analyse in einem geschlossenen System ausgefuhrt 
und so die ,,base line" (= Nullinie) praktisch auf ein Mini- 
mum herabgesetzt wird. Das Prinzip des Gerates ist in 
Abb. 3 wiedergegeben. 

Neben diesen prinzipiell methodischen Neuerungen be- 
darf jedoch das Gerat, wie es Moore und Mitarbeiter ent- 
wickelt haben, noch einiger zusatzlicher Erlauterungen, 
welche die Eleganz des Verfahrens und die Sorgfalt, mit 
der die technischen Probleme behandelt wurden, beleuch- 
ten. 

Die DurchfluBgeschwindigkeit wird mit Prazisionspum- 
pen aufrecht erhalten. Um die Analyse in den Saulen unter 
vergleichbaren Bedingungen ablaufen zu lassen, mu8  der 
Arbeitsdruck der Pumpen stets derselbe, d. h. der Wider- 
stand der langen wie der kurzen Saule von gleicher GroSen- 
ordnung sein. Dies wird dadurch erreicht, da8 die jeweili- 
gen Saulen mit Austauscher-Teilchen verschiedener GroBe 
doch gleicher Form gefullt werden. 

-) u. H .  o p a m m a n n ,  w .  H .  arein u. b. Moore, reaeration yroc. 1 3 ,  

l o )  D.  H .  Spackmann, W. H .  Stein u. S .  Moore, Analytic. Chem. 30, 

11) S .  Moore, D .  H .  Spackmann u. W. H .  Stein, ebenda 30, 1185 

358 [1959]. 

I190 [1958]. 

[1958]. 
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Das Photometer ist dreiteilig. Es ist rnit einer Kiivette 
fur optirnale Extinktion bei 570 mp, einer fur 440 rnp 
(Prolin und Hydroxyprolin) sowie rnit einer weiteren 
diinneren Zelle versehen, die rnit einer geringeren Schicht- 
dicke mifit. 

Als weitere technische Neuerung wird ein einfaches, nu- 
merisches Verfahren zur Berechnung der Flache des Ex- 
tinktionsgipfels einer Aminosaure verwendet. Das Schreib- 
gerat besteht aus einern P u n k t s c h r e i b e r ,  der in Ab- 
standen von 4 sec die Extinktion automatisch auf logarith- 
rnischem Papier registriert. Nach einern von D. W. Pickels 
gefundenen Verfahren kann die Flache numerisch berech- 
net werden. Zur Berechnung einer Flache werden zwei 
Parameter benotigt. Der eine Parameter, die Hohe, kann 
abgelesen werden; an Stelle der V e r r n e s s u n g  des 2. Para- 
meters, der Halbwertsbreite in der Extinktionskurve, wird 
die Zeit als Funktion der Halbwertsbreite eingefiihrt. 
Die Zeit kann durch einfaches A b z a h l e n  der Punkte iiber 
der halben Hohe errnittelt werden. Hierdurch wird die Aus- 
wertung webentlich vereinfacht. Die Genauigkeit des Ver- 
fahrens betragt 0,25y0, sie wird bei der Ermittlung einer 
Flache durch geometrische Methoden, z. B. durch das Pla- 
nirnetrieren, nicht erreicht. 

Die Analyse geht im allgemeinen folgendermafien von statten: 
Morgens wird die Substanz an beiden Saulen aufgetragen. In  der 
kurzen Saule wird der Versuch sofort begonnen. Die Pumpe zum 
Durchflull des Puffers wird eingestellt, nach 20 min das Ninhydrin, 
nach 40 min das Registriergerat. Inzwisohen werden die sauren 
und neutralen Aminosauren auf die lange Saule gebracht. Wah- 
rend das Gerat den Durohlauf der basisohen Aminosauren regi- 
striert, wird nach 2 h der Versuch in der langen Saule durch Ein- 
schalten der entsprechenden Pufferpumpen gestartet. Nach etwa 
4 h wird Arginin als letzte der basisohen Aminosauren vermessen; 

Abb. 5. Cier8.t zur vollautomatischen Bestimmung der Aminoshren 
nach Sfein und Moore der Beckman Instruments. Fullerton (USA). 
Links die Saulen, rechts oben das Registriergerat, links davor die 
Druckanzeiger,wie die Uhren zur Einstellung und zum automatischen 
Wechsel der Ternperatur der Puffer wie Versuchsdauer. Die Pumpen 
sind im Gerat unten rechts (nicht sichtbar), die Puffer und Nin-  

hydrin-Flaschen wie Thermostaten irn Inneren des Gerates 
anaeordnet - 

danach wird der Versuch in  der basischen Saule beendet und das 
Eluat der langen Saule, das bisher verworfen wurde, in  den Regi- 
strierkreis gebracht. Nach etwa einer weiteren Stunde erscheint 
Asparaginsaure als erster Gipfel. Man stellt a m  besten zu diesem 
Zeitpunkt den Pufferwechsler und die gesamte Versuohsdauer am 
Gerat ein. Von diesem Zeitpunkt an verlauft die Analyse automa- 
tisch; das Gerat sohaltet sich nach Beendigung des Versuohs selbst 

Die lange Saule wird vor jedem Versuoh rnit NaOH gereinigt. 
Deshalb sind zwei Saulen von etwa 150 om Lange vorhanden, von 
denen eine zur Analyse, die andere zur Regeneration dient. 

Die zur Untersuohung benotigten Mengen sind 
gering; die grollte Genauigkeit erhalt man bei 1 
pMol je Kornponente. Es konnen jedooh auoh 
4 pMol mit gleiohgrofier Genauigkeit erfast  wer- 
den; bei Anwendung von nur pMol je Kompo- 
nente kann der Bestimmungsfehler 5 % betragen. 
E s  kann daher sohon rnit Mengen, die fur ein zwei- 

0 - dimensionales Papierohromatogramm benotigt wer- 
den, rnit groDer Genauigkeit gearbeitet werden 
(Abb. 4). 

Zur genauen Bestimmung der Aminosauren ist 
es notwendig, dall sie in der Saule vollstandig ge- 
trennt werden, d. h. dall keine uberlappungen vor- 
kommen. Hierzu ist eine sehr grolle Temperatur- 
konstanz in  der SBule erforderlioh nnd der Aus- 
tausoher mu0 besonders gleichrnallig eingefullt wer- 
den. Aullerdem ist es wichtig, da13 das PH der Puffer 
sorgfaltig eingestellt wird. I m  allgemeinen drtrf die 
Abweichung nur 0,Ol bis 0,02 pa-Einheiten be- 
tragen. Kritisch sind die Trennungen Threonin/Serin 
und Alanin/Cystin. Die Gate der Trennung von 
Serin und Threonin gilt als Mall fur eine gute Ein- 
bettung des Austauschers in  der Saule. Die Tren- 
nung Cystin/Alanin gilt als Kriterium fur die rich- 
tige Einstellung des pa-Wertes des 3,25-Puffers. 
Der Sauregrad wird am besten empirisch eingestellt, 
wobei z. B. die Lage des Cystin-Gipfels gegenuber 

0 Alanin als Kriterium dient (,,das genaueste pa-  
Meter ist ein Austauscher"). 

Exzz Durch die bereits kommerziell hergestellten Ge- 
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Abb. 4. Die Analyse cines HydroIysates der E-Kette aus Hurnanhlmoglobin A 
nach der automatischen Methode von Spmkm@nn und Moore. (Gerat der 

Beckman Instruments, Fullerton, USA) 

rate, die 
arbeitern arbeiten, ist die Bestimmung der Amino- 
sauren zu einer Routineuntersuohung geworden. 

nach dem Prinzip Moore 
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Von den Geraten sei als erstes das Gerat der Firma Beck?izan-In- 
struments, Fullerton (USA), erwahnt. Dieses Gerat entstand in 
engster Zusammenarbeit mit dem Rockefeller-Institut und  ist ge- 
geniiber dem ursprunglichen Gerat von Moore und Stein noch 
wciter vervollkommnet worden. Die vorhergehende Beschreibung 
des Verfahrens gilt streng fur das GerLt der Firma Beekman-lnstru- 
merits. Es ist auf groBte Prazision gearbeitet und in einem hand- 
lichen Kasten untergebraoht. Dank der Uberwachung des Baues 
des Gerates durch das Rockefeller-Institut und die weitere wissen- 
schaftliche Zusammenarbeit durfte dieses Gerat aueh in  Zukunft 
den hbchsten Anforderungen entsprechen (Abb. 5). 

Xur Zeit sind zwei weitere Gerate i m  Handel. Das Gerat der 
Firma Phoeniz ahnelt im Bufbau dem ursprungliohen Gerat des 
Rockefeller-Instituts. Das dritte Gerat verdient insofern beson- 
dere Bcachtung, als es i n  seinem Bau einfacher und sehr preiswert 
ist. Das Prinzip ist dasselbe, die technische Ausfiihrung jedoch 
wesentlich vereinfacht12). Es wurde im Max-Planck-Institut fiir 
Eizceifl- und Lederforsehtcng in Miinchen naeh  den Versuehsprin- 
zipieii von Stein und Moore gebaut, stellt teohnisch jedoeh eine 
unabhangige Entwicklung dar. Die Losungen laufen kontinuier- 
lich aus einem Kolben. AlsPhotometer dient ein kommerziell erhalt- 
liches Rezistricrgerit. Die Dosierung der Substanzmenge ist etwas 
kritischer. Die Auswertung geschieht durch Planimetrieren der 
Kurven (hbb.. 6 ) .  

Abb. 6. Das Gerat zur quantitativen Bestimmung der Aminosauren 
wie es irn Max- Planck- Insti tut  fur  EiweiBforschung, Munchen, 
entwickelt wurde. (Gerat der Firma Bender  & Hobein, Munchen.j 
Links das Registriergerat, rechts die Pufferkolben; die Saulen sind 
senkrecht dazwischen angeordnet. Dahinter die Thermostaten f u r  die 

Saulen und das ReaktionsgefaO 

Bedeutung und Moglichkeiten 

Das vollautomatische Gerat offnete den Weg zur syste- 
matischen Erforschung der Struktur der Proteine. Es ist 
moglich, Proteine, Peptide und deren Derivate zu vermes- 

auf die Zeit 0 diese Schwierigkeiten meist umgehen. SchlieS- 
lich zeigt sich, dab die benutzte Salzsaure je nach Herkunft 
auch nach sorgfaltiger Reinigung heute noch einen un- 
kontrollierbaren EinfluS auf das Ergebnis hat. Der weitere 
Fortschritt in der Genauigkeit der quantitativen Bestim- 
mung der Aminosauren mu13 daher bei der Hydrolyse der 
Proteine einsetzen. Ob hierbei das Ideal einer schonenden, 
jedoch vollstandigen Hydrolyse durch Peptidasen, wie dies 
kurzlich am Gliikagon gelungen ist 9, allgemein erreicht 
werden kann, mu13 die Zukunft lehren. 

Es sei noch auf die Anwendung des Analysators zur 
S e q u e n z - A n a l y s e  hingewiesen. Wird ein Peptid modi- 
fiziert oder abgebaut, so andert sich die Bruttoformel des 
Restpeptides. Nach Einwirkung eines Enzyms, wie Carb- 
oxy- oder Amino-polypeptidase, werden Aminosauren in 
bestimmter Reihenfolge abgespalten. Durch ihre quan- 
titative Vermessung konnen die Reihenfolgen der Amino- 
sauren im Peptid sehr genau ermittelt werden. 

Beim systematischen Abbau einer Peptid-Kette nach 
Edmanl4) mit Phenylsenfol wird schrittweise durch eine 
Cyclisierungs-Reaktion die Aminosaure vorn N-terminalen 
Ende aus dern Peptid entfernt. Hier kann ebenfalls durch 
quantitative Analyse des Restpeptides mit dem Analysator 
die Sequenz eines Peptides genau ermittelt werden (Abb.7). 

f l  Asp 214 

Vai 1.M Threo 0: 85 

Asp 067 3 )  A Val I0 n 
lA27.71 

Abb. 7. Sequenzanalyse eines tryptischen Peptids aus Human- 
hamoglobin A der Bruttoformel Asp,, Threo,, Val,, Lys, (CONH,), 

durch Abbau nach Edman 
1. Die Analyse der neutralen Arninosauren 
2. nach dem ersten 
3. nach dem zweiten 
4. nach dem drit ten Schrit t  des Abbaues mit  Phenylsenfol, woraus 

sich die Sequenz Threo/AspNH,Val/Lys (und die C-terminale Posi- 
tion des Lysins) ergibt (Gerat der Firma Bender & Hobein). Nach 
Versuchsergebnissen von Renafe Miiller. 

sen- und mit gro13er Genauigkeit die Bruttoformel eines 
Proteins vorn Mol-Gewicht 15000 anzugeben. Wahrend 
friiher die Hydrolysen-Methodik meist vernachlassigt 
wurde, ist heute die Genauigkeit einer Protein-Analyse 
nicht mehr vom MeRverfahren abhangig, sondern der be- 
grenzende Faktor ist die H y d r o l y s e .  Wahrend z. B. die 
Valyl-Serin-Bindung mit 6 n HCI bei 110 "C sehr schnell ge- 
spalten wird, ist die Hydrolyse der Valyl-Valyl-Bindung 
auch nach 150 h nicht vollstandig, was sich in den Ergeb- 
nissen bemerkbar macht. Die Tetra-peptide Val-Ser-Val-Ser 
und Val-Val-Ser-Ser z. B. geben trotz gleicher Bruttoformel 
verschiedene Analysenergebnisse. Auch findet wahrend der 
Hydrolyse von Proteinen stets ein Zerfall von Aminosauren 

Vor kurzem wurde von V.  Rudloff und G .  Brauniizer 
ein einfaches selektives Verfahren zur Trennung natiirlicher 
Peptide entwickelt durch das bei sehr geringem Ar- 
beitsaufwand in kurzer Zeit komplexe Gemische von Pep- 
tiden, wie das tryptische Hydrolysat von Humanhamo- 
globin, analysiert werden konnen. Verwendet wird der 
Anionenaustauscher Dowex Ix 2, als Puffer dienen Collidin- 
und Pyridinacetat. Die Analyse ist nach 3 Tagen beendet. 
Es werden 30-60 pMol eines Proteinhydrolysates benotigt. 
Die Fraktionen, die die Peptide enthalten, werden durch 
Rotationsverdampfen eingeengt und konnen direkt fur 
weitere analytische Untersuchungen verwendet werden. 

statt,  der bei Gegenwart von Fremdstoffen, wie z. B. Yoh- 
lenhydraten, besonders stark ins Gewicht fallt. Man kann 

R. L. Hil l  ti. E. L. Smith, Biochim. biophysics Acta 37, 257 [19591. 

, " r " , m , " , : ; , ~ ~ t ~ . c ~ . ~ o ~ a ~ d . ~ ~ ' I ~ ~ ~ , [ ~ ~ ~ ; d , o ~ ,  Angew. Chern. i:i 
durch Variation der Hydrolysezeiten und Extrapolation 7 1 ,  376 (19591. 

K .  Hannig ,  Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
16) V .  Rudloflu. G.  Braunitzer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 216, 

im Druck [1960]. 
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Anscheinend findet nur eine geringe Wechselwirkung rnit 
dern Trager des Austauschers s ta t t  und die Trennung 
durfte primar entsprechend der Nettoladung der einzelnen 
Peptide eintreten. Besonders hervorzuheben ist, dal3 auch 
Tryptophan und Cystein-peptide gefal3t werden sowie mitt- 
lere Peptide bei guter Selektivitat rein anfallen. Dies ist in- 
sofern von Bedeutung, als mittlere Peptide in Saulen bisher 

nur schlecht zu trennen waren. Die lsolierung von Peptiden 
mit 30 bis 70 Aminosaure-Resten ist wichtig, da sie bezug- 
lich der Ermittlung der Gesamtstruktur eine Schlussel- 
stellung einnehmen. Ein typisches Extinktionsdiagramm 
von oxydiertem Humanhamoglobin ist in Abb. 8 wieder- 
gegeben. Der wesentliche Vorteil des Verfahrens liegt darin, 
dal3 ein direkter methodischer AnschluS an die beiden wei- 

15 - 

teren Methoden zur Trennung na- 
turlicher Peptide, namlich die Ver- 
teilungschromatographie und Hoch- 
spannungselektrophorese gegeben 
ist. K.Hilse undG. Braunitzer gelang 
so eine quantitative Vermessung 
und Zuordnung der tryptischen Pep- 
tide aus Humanhamoglobin, womit 
sich bereits die ersten Abrisse der 
chemischen Struktur des Proteins 
des menschlichen Hamoglobins er- 
gebenl', lS). 

Eingegangen am 17. Dezember 1959 

350 4W [A 271 

K .  H i k e  u. G. Braunitzer, 2. Natur- 

'8) K. Hilse u. G. Erami f ze r ,  ebenda 146, 
604 [1959]. 

2m 250 
fiwkhoReR - m 

Abb. 8. Die Analyse der tryptischen Peptide aus Humanhamoglobin A. Saule:  Dowex forsch. 14b ,  603 [1959]. 
1 x2, im Acetat-Cyclus. Verwendet wurden Collidin/Pyridin-Acetatpuffer. 60 ~ M o l  Protein 
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Dielektrische Untersuchungen an Molekularsieben 
Von DipLChem.  F .  O E H M E * )  

lnstifuf zur Entwicklung chemisch -ph~s i~~ l i scher  Analysenmeihoden, Weilheim/Obb. 

Linde-Molekularsiebe bilden mit Nichtelektrolyt-Molekulen Kafig-Einschluherbindungen. Die Mog- 
lichkeit eines Einschlusses wird maBgeblich durch den Molekuldurchmesser bestimmt. In  Errnangelung 
gesicherter thermodynamischer Daten kann die von Debye definierte Relaxationszeit T als relatives 
M a O  fur  den Molekulradius verwendet werden, soweit es sich urn Molekule naherungsweise kugel- 
formiger (gekntiuelter) Gestalt mi t  s ta r r  eingebauten Dipolen handelt. Eine Ubertragung der  Eyring- 
schen Theorie auf das eingeschlossene, rotationsgehemmte Molekul l a O t  aus der  Verschiebung des 

Gebietes anomaler dielektrischer Dispersion eine Berechnung der  Adsorptionsenthalpie zu. 

1. Auibau von Molekularrieben 

Molekularsiebe sind Silicate von Z e o l i t h - S t r u k t u r .  
Sie weisen im Kristallgitter ,,Kafige" auf, welche uber ,,Po- 
ren" definierten Durchmessers zugangig sind. So zeigt Abb. l 
die Kafigstruktur eines Natrium-aluminium-silicates l),  das 
als ,,Linde-Molekularsieb Type 4 A" technisch hergestellt 
wird2). 

Abb. 1 
Kafigst ru ktu r 
eines Na-AI- 

Zeoliths 
(Linde- 

Molekularsieb 
4 '4)') 

Der rontgenographisch bestimmte Durchmesser der Poren zu 
den kleineren fi-Kafigen betragt 4,2 + 0,2 A. Da dieses Silicat, wie 
alle Zeolithe, zum Ionenaustausoh befahigt ist und die austausch- 

*) Nach einem Kurzvortrag auf dem XVII. Internationalen Kon- 
greB f u r  Reine und Angewandte Chemie in Munchen am 5. Sept. 
1959. 

1) R. M .  Barrer u. W .  M .  Meier, Trans. Faraday SOC. 54, 1074 
[ 19581. 

e) Formblatt 8605 A der Linde Company, New York 17, USA. 
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baren Natrium-Ionen innerhalb eines P-Kafigs liogen, kann man 
den Porendurohmesser aus der GroBe der eintausohbaren Ionen 
absohatzen. So werden nach Barrer und M e i e r l )  Lithium-, Kalium-, 
Silber-, Thallium-, Calcium- und Strontium-Ionen glatt ausge- 
tauscht. Bei den grofivolumigen Alkylammonium-Ionen wird zwar 
nooh das (CH,),NH+-Ion (Ionenradius a = 2,25 A ) ,  dagegen 
nicht mehr das (CII,),N+-Ion (Ionenradius a = 2,4 A )  ansge- 
tauscht, in guter Ubereinstimmung mit dem rontgenographisoh 
gefundenen Porendurohmesser. 

Abb. 2 zeigt den Gitteraufbau eines Chabasits3). Der mittlere 
Durchmesser der achteckigen Poren wurde rontgenographisch zu 
3.9 A bestimmt. 

Abb. 2. Kafigstruktur van Chabasit,) 

3, L. S. Dent u. J .  V .  Smith, Nature [London] 181, 1794 [1958]. 
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