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47. Fr i t z  Turba  und Margit  Richter:  uber das Adsorptions- 
verhalten von EiweiB-Spaltprodukten, 11. Mitteil. : Chromatographie 

der Aminodicarbonsauren an Aluminiumoxyd. 

_____._ __ _____________-. 

j Aus  (1. Cheni. Institut tl .  Deutschen Karls-Universitiit in I'rng. ! 
(Bingegangen am 2. I+l)ruar 1942.) 

Die besondere Eignung saurer Adsorptionsniittel, inshesondere bestimmter 
Bleicherden, fiir das Studium des Adsorptionsverhaltens der basischen Amino- 
sauren') leitete uns zur Annahnie, (la13 sich fur die Isolierung und Trennung 
der sauren Aminosauren basische Adsorptionsniittel bewahren miiRten. 
Schon friiher haben A. Lo t t e rmose r  und K. Ede lmann2)  Aluminiumoxycl 
als -4dsorptionsmittel fiir Amine und Aminosauren henutzt ; aus den Ad- 
sorptionsisothernien leiten die Autoren die Notwendigkeit ah, praktische 
Versuche iiber die Moglichkeit einer chromatographischen Trennung an- 
zustellen : denn Voraussagen iiber das I'erhalten der Aminosanren in der 
Adsorptionssaule schienen unmoglich. 

Unvorbehandeltes Aluniiniuniosyd erwies sicli i d e s  nach iinseren 
Versuchen als zu wenig aktiv ; selbst die ziemlich sauren Dicarbonsauren 
Glutaminsaure und Asparaginsaure liefen ebenso wie die iibrigen Amino- 
sauren glatt durch die Saule. Vorbehandeln mit Mincralsauren, z. B. Schiitteln 
illit 1-n. Salzsaure, wie es schon gelegentlich zur Aktivierung von Aluminium- 
osyd angewendet nurde (R. K u h n  und Th. Wieland3) ,  (.;. M. Schwab  und 
31. Dat t l e r4 ) ) ,  selbst mit I-n. Essigsaure fiihrte nicht zum Ziel; denn obwohl 
z. B. Glutaminsaure stark fisiert wurde, lief ein kleiner Teil (etwa 5%) sofort 
durch die Saule. Erst Vorbehandeln rnit Essigsaure-Acetatpuffer voni p l ~  3.3,  
also in der Nahe des isoelektrischen Punktes, ermoglichte die spezifische 
und vollig quantitative Abtrennung von den Amino-monocarbonsauren, die 
schon beim Waschen niit Wasser (bzw. n/,,-Essigsaure-.4cetatpuffer, plr 3.3) 
ins Filtrat gingen. 

Wie aus Tafel 1 zu entnehmen ist, gelingt es so, die Monoamino-mono- 
carbonsauren und die Diamino-monocarbonsauren in durchweg nahezu 
100-proz. Ausbeute von den Amino-dicarbonsauren Glutaminsaure und 
-4sparaginsaure zii trennen ; die letzteren wurden nach Elution mit verdiinnteni 
-1Ikali gleichfalls quantitativ wiedergefunden : 

Asparaginsaiure . . . . . . .  100 % 

100 "/, Glutauiinsiurc . . , . , . . , 

Tafel 1 

Glykokoll . . . . . . . . . . . .  99 % 
-41 anin 99 % 
Leucin . . . . . . . . . . . . . . . .  100 % 
Serin . . . . . . . . . . . . . . .  ." . I Q Q ~  
-4rginin . . . . . . . . . . . . . .  100 % 
Kistidin . . . . . . . . . . . . .  100 % 
Tryptophan . . . . . . . . . .  100 % 
Prolin 100 % 
Cystin . . . . . . . . . . . . . . .  98 % 
-Methionin . . . . . . . . . . . .  98 % 

. . . . . . . . . . . . . . .  
- -  

. . . . . . . . . . . . . . .  
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Die ausgepragte Spezifitat des Adsorptionsvorgangs ernioglicht dariiber 
hinaus eine Trennung der beiden in ihrer Struktur so alinlichen Dicarbon- 
sauren Xsparaginsaure und Glutaminsaure. Enter den angegebenen Versuchs- 
hedingungen wird die Glutaminsaure durch I-n. Essigsaure-Acetatpuffer, 
plr 3.3, quantitativ (99 %)) ins Filtrat gewaschen, wahrend die Asparaginsaure 
ehenfalls quantitativ (100 "4) ini Adsorhens verbleiht nnd hieraus rnit ver- 
diinntem Alkali eluiert werden kann. 

Die Moglichkeit, ' die wichtigen sauren Aminosauren von den iibrigen 
Xminosauren und voneinander ZLI trennen, diirfte trotz der vorhandenen 
guten Verfahren hesonders bei kleinen Mengen die 1,osung bestimmter Fragen 
erleichtern. 'I'rotzdem liegt unser Interesse hauptsachlich auf praparative'm 
Gebiet ; denn wir beabsichtigen, die so gewonnenen Erfahrungen ini Verein 
niit chemischen Nethoden zur Trennung zusammengesetzter EiweiB-Abbau- 
produkte anzumenden. Darum legen wir Zuni Unterschied von A. Tise l i  us  5), 
der ein geistreiches I'erfahren zur Adsorptionsanalyse von Aminosauren und 
I'eptiden inittels Aktivkohle entwickelt hat, Wert auf eine tatsachlich erfolgte 
Trennung, nicht auf einen Trennungseffekt (aus dem die Anzahl der Kom- 
ponenten mid rechnerisch deren Konzentration zu entnehmen ist) . Auch 
heschranken wir uns mit Absicht nicht auf ein Adsorptionsmittel ; denn 
die Xusfiihrung einer Trennung . der Vielzahl der Monoaminosauren ist, wie 
wir in anderem Zusamnienhang eingehend zeigen mollen, erst nach einer 
Aufteilung in verschiedene Gruppen nach den1 Verhalten gegen n iehrere  
Xdsorhenzien unterschiedlicher Spezifitat aussichtsreich. 

~ ~ ~ ~ -~ 

Beschreibung der Versuche. 
Xls ,4dsorptionsmittel verwendeten wir in der Regel das nach B r oc  k - 

m a n n  standardisierte Aluminiumo'xyd wegen seiner besonders gleich- 
indigen Kornung ; indes ist ,,Aluminium oxydatum anhydricum" ebenfalls 
geeignet. Zur leichteren Keproduzierung haben wir wie in unseren friiheren 
Versuchen die Rlenge Adsorptionsmittel nicht nach Hohe und Durchmesser 
der Adsorptionssatile, sondern dem Gewicht nach festgelegt. Die angemessenste 
1:iltriergeschwindigkeit zeigten Saulen, deren Hohe 2-3-ma1 so groD war 
\vie ihr Durchmesser; sie sol1 etwa 30 Tropfen je Min. betragen. Als Indicator 
fur den Verlauf der Elution diente tins die Ninhydrin-Reaktion : 3 Tropfen 
(bei Priifung auf Abwesenheit von Aminosauren iin Zwischenlauf 0.5 ccm) 
cles eben ablaufenden Anteils wurden neutralisiert, mit 5 Tropfen m/,-Phosphat- 
puffer (plr 7.0) versetzt und mit 3 Tropfen 1-proz. Ninhydrin-Losung auf 
ein sehr kleines 1-olumen eingedarnpft. Ein ReiWen der Saule lafit sich rnit 
Sicherheit durch 1-envendung luftfreien Wassers und kurzes Erhitzen einer 
waBr. Suspensioq des Aluminiumoxyds iiii siedenden Wasserbad vermeiden. 

1)  Beispiele fiir d i e  Ab1:rennung d e r  G l u t a m i n s a u r e  hzw. . I sparagin-  
s a u r e  von d e n  M o n o c a r h o n s a u r e n .  

5 g . I l u m i n i u m o s y d  wurden rnit 10 ccin I-n. Essigsaure-Acetatpuffer 
(pR 3.3) versetzt und 10 Min. geschiittelt ; die iiberstehende Fliissigkeit 
wurde d a m  sorgfaltig abgesaugt, das Aluminiumoxyd 2-ma1 mit je 10 ccm 
Wasser geschiittelt und dekantiert. Darauf wurde es mit 20 ccm Wasser 

- ~ 

5 )  Ark. Kern., Jlirwral. (;eel., Srr. 13. 1.5. Xr. 6, 1 [1041]; 14, S r .  22, 1 [1041]. 
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in das Adsorptionsrohr gespiilt und zur Ausbildung einer festen Saule an- 
gesaugt. Nun gab man, ohne das Adsorptionsmittel aufzuwirbeln, eine 
Losung von je 10-15 mg der Dicarbonsaure und der Monocarbonsaure in 
ie 2 ccm Wasser auf und spiilte mit 30-50 ccm Wasser in 10-ccm-Anteilen 
nach. Die Saule muW stets von Fliissigkeit bedeckt bleiben. Nach dem Ver- 
schwinden der Ninhydrin-Reaktion im ablaufenden Anteil des Eluats der 
Nonocarbonsaure wurde eben zur Trockne gesaugt, die Saule auf eine Fritte 
gestoaen, mit 10 ccm nj2,-Ka0H das Adsorptionsrohr nachgespiilt und das 
Aluminiuniosyd mit weiteren 40 ccin nj,,-NaOH auf der Fritte verruhrt 
(die Suspension reagiert dann alkalisch), einige Minuten stehengelassen 
und abgesaugt. Das Verriihren, Stehenlassen und Absaugen wurde mit je 
10 ccm n/,,-KaOH noch 5-ma1 wiederholt. Danach sol1 der ablaufende Anteil 
des Eluats aminosaurefrei sein. Das alkalische Filtrat wurde mit starker 
Salzsaure deutlich mineralsauer gemacht und im \'ak. (bei 40, Badtemperatur) 
wiederholt viillig zur Trockne verdampft, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen und wieder verdampft. Nach 3-maligem Eindampfen zeigte die 
1,osung des Riickstandes etwa 5 .  Dann wurde der Amino-Stickstoff 
nach v a n  Slyke  bestimmt. Das Eluat der Monocarbonsauren wurde im 
Vak. weitgehend eingeengt und darauf die Atialyse nach v a n  Slyke  w r -  
genommen. 

Bei schwerloslichen Aminosauren (z. I3. Cyst  in) wurden der Analysen- 
losung einige Tropfen Essigsaure-Acetatpuffer (pIr 3.3) zugesetzt und statt  
mit Wasser niit n/,,-Essigsaure-.4cetatpuffer (plr 3.3) eluiert ; dies verhindert 
eine Abscheidung in der Saule, die sonst zu niedrige Ergebnisse verursacht. 

T r e n n u n g  ( : lutani insi iure-Glykokol l  : 2 ccm einer LQung von ( : l u t amin -  
si iure (enthaltend 12.21 mg C l u t a m i n s a u r e )  ergaben nach v a n S l y k e  : 2.62 CCIII N,. 
Nullversuche 0.62 ccm N, (1S0, 752 inm), d .  s .  1.16 mg Aminostickstoff. 2 ccm eincr nus 
Glykoko l l  hereiteten 1,iisung (enthaltend 0.44 mg Glykokol l )  ergaben nacli v a n S l y k e  : 
3.85 ccni ii',, Xullversuche 0.5s ccni N, (200, 750 mm), d. s. 1.85 mg Aminostickstoff. 

%ur Trennung angewandt 2 ccni der Glutaminsiiure- und 2 ccm dcr Glykokoll- 
Losung. Nach der Trennung wiedergefunden (die im folgenden angegebenen Werte sind 
Mittelwerte nus mehreren gesonderten Analysen) : G l u t s m i n s i i u r e -  Fpk t ion  nach 
v a n  S l y k e  : 2.62 ccm N,, Nullversuche 0.62 cctn N, (180. 752 mm), d.  s. 1.16 mg Amino- 
stickstoff, entsprechend 12.21 nig Glu tnmins i iu re  (100% d. Th.). 

(;lykokoll-Praktion nach \ -an S l y k c  : 3.52 ccni N,, Xullversuclie 0.58 ccm N, 
(200, 750 mni), d. s. 1.86 mg Aminostickstoff, entspr. 9.35 mg G l y k o k o l l  (99% d. Th.).  

Die G l u t a m i n s a u r e - W e r t e  sind im folgenden nicht mehr nngegeben; (lie Aus- 
beuten bewegen sich immer inn 100%. 

T r  e n n  u n g  G l u t  a in i n s  a u r e  -A1 a n i  n : 2 ccin einer Alanin-Losung (entlialtend 
9.50 nig Alan in )  ergaben nach v a n  S l y k e  : 3.15 ccin N,, Nullversuche 0.58 ccm N, (20", 
750 mm), cl. s. 1.48 nig Aminostickstoff. 

Sach der Trennung wiedergefunden: A l a n i n -  I h k t i o n  nacli v a n  S l y k e  : 3.15 C C ~ I  

S,. Nullversuche 0.58 ccm N, (200, 7.50 mm), d. s. 1.47 m g  Aminostickstoff, entspr. 
9.40 mg A l a n i n  (99% d. Th.). 

T r e n n u n g  G l u t a m i n s l u r e - L e u c i n  : 2 ccm einer Losung von L e u c i n  (ent- 
haltend 11.50 mg Leucin)  ergaben nach v a n  S l y k e  : 2.70 ccm h',, Nullversuche 0.55 ccm 
N, (190, 753 inm), d. s. 1.225 mg Aminostickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: Leucin-Frakt ion nacli v a n  S l y k e  : 2.70 ccni 
N,, Nullversuche 0.55 ccm N, (190. 753 mm), d. s. 1.225 mg Aminostickstoff cntspr. 
11.50 mg L e u c i n  (100% d. Th.). 
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T r e n n u n g  G l u t a m i n s l u r e - S e r i n  : 2 ccm einer Serin-Losung (enthaltend 
10.24 mg Serin) ergaben nach v a n  S l y k e :  2.92 cctn N,, Nullversuche 0.58 ccm N, 
(200, 750 mm), d .  s. 1.36 m g  Aminostickstoff. 

Xach der Trennung wiedergefunden: Serin-Fraktion nacli v a n  S l y k e  : 2.92 ccm N,. 
Nullversuche 0.58 ccm N, (200, 750 mm), d. s.  1.36 mg Aminostickstoff, entspr. 10.24 mg 
Scrin (100% d. Th.). 

7.00 
(200, 

Tr  e n n u n g  G l u t  a m i n s  au re  - Argin in  : 2 ccni einer Arginin - Losung (enthaltend 
mg Arginin) ergaben nach v a n  Slyke  : 1.56 ccni S,, Nullversuche 0.55 ccni X2 
750 nim), d .  s. 0.560 mg Aminos t icks tof f .  
Nach der Trennung wiedergefunden: Arginin-Fraktion nach v a n  Slyke  : 1.56 cctu 

N,, Nullversuche 0.58 ccm N, (200, 750 mm), d. s. 0.56 mg .41i1inostickstoff, entspr. 
7.00 mg Argin in  (100% d.  Th.). 

T r e n n u n g  Asparaginssure-His t id in  : 2 ccni einer Losung von Asparagir l -  
s l u r e  (enthaltend 9.47 itig Asparaginssure)  ergaben nach v a n  S l y k e  : 2.34 ccm N,. 
Nullversuche 0.62 ccm*N, (19". 753 mm), d. s. 0.996 mg Aminostickstoff. 2 ccm finer 
Histidin-Losung (enthaltend 7.42 mg His t id in)  ergaben nach v a n  S l y k e  : 1.74 cciu 
N,, Nullversuche 0.58 ccm N, (19O. 750 mm) d .  s. 0.67 mg Aminostickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: Asparaginsaure-Frakt ion nach v a n  S l y k e  : 
2.34 ccm N,, Nullversuche 0.62 ccm N, (19O. 753 mm), d. s. 0.996 mg Aminostickstoff, 
entspr. 9.47 mg Asparaginsaure  (100% d% Th.). Hist idin-Frakt ionnach v a n S l y k e  : 
1.74 ccm N,, Nullversuche 0.58 ccm N, (19O, 750 mm), d. s. 0.67 mg Aminostickstoff, entspr. 
7.42 mg H i s t i d i n  (100% d. Th.). 

Die A s p a r a g i n s s u r e - W e r t e  sind in1 folgenden nicht mehr angefiihrt; sie ergaben 
jeweils 100 %. 

T r  e n n u n g  Asp a r  agins  a u r  e - T r y p t o p h a n  : 2 ccni einer T r y  p t o  phan- losung 
(enthaltend 8.74 nig T r y p t o p h a n )  ergaben nach v a n  S l y k e  : 1.65 ccm N,. Nullversuche 
0.62 ccm N, (19O, 757 mm), d .  8.  0.60 mg.Aminostickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: Tryptophan-Frakt ion  nach v a n  Slyke  : 
1.65 cciu N,. Nullversuche 0.62 ccm N, (190. 757 mm). d. s. 0.60 mg Aminostickstoff, 
entspr. 8.74 ing T r y p t o p h a n  (100% d. Th.). 

Trenn  ung Asp  a r  ag ins  Pure-Prolin : 2' ccm einer Prolin-Losung (enthaltend 
8.10 nig Prol in)  ergaben nach K j e l d a h l  : 4.93 ccm n/,,-Saure. entspr. 0.985 mg Gesamt- 
stickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: P r o l i n -  Fraktion nach K j e l d a h l  : 4.93 ccm 
m/,,-Slure, d. s. 0.985 mg Gesamtstickstoff, entspr. 8.1 mg P r o l i n  (100% d.  Th.). 

T r e n n u n g  Asparaginsaure-Cyst in  : 15 ccni einer losung von C y s t i n  (ent- 
haltend 5.37 mg Cystin) ergaben nach v a n  S l y k e  : 1.15 ccm N,, Nullversuche 0.60 ccni 
N, (19O, 753 mm), d. s.  0.319 mg Aminostickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: Cystin-Fraktion nach v a n  S l y k e  : 1.14 ccxn 
K,, Nullversuche 0.60 ccm N, (19O, 753 mm), d .  s. 0.313 m g  Aminostickstoff. entspr. 
5.27 mg Cys t in  (98% d.  Th.). 

Trennupg-A-i p a r a g i n s a u r e - M e t h i o n i n  : 1 ccm einer Nethionin-Losung (e3t- 
haltend4.87 mg Methionin)  ergab nach v a n S l y k e  : 1.40 ccm N,, Nullversuche 0.60 ccm 
N, (190, 749 mm), d. s.  0.46 mg Aminostickstoff. 

Nach der Trennung wiedergefunden: Methionin-Fraktion nach v a n  S l y k e  : 
1.38 ccm N,, Nullversuche 0.60 ccni N, (190, 749 mm), d .  s. 0.45 mg Aminostickstoff, 
entspr. 4.78 mg Meth ionin  (98% d.  Th.). 

2) Be i sp  i e 1 ei  ne r T r e n n u n  g Asp a r a g i n s a u r e - G 1 u t a m i n s a u r e. 
30 g Aluminiumoxyd wurden mit 1-n. EssigsaureLAcetatpuffer 

(pE 3.3) versetzt und 10 Min. im Wasserbad (50O) belassen; darauf wurde 
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die iiberstehende 1,osung abgesaugt und das Aluminiumosyd 2-ma1 mit je 
60 ccni Wasser gewaschen. Mit 120 ccm Wasser spiiltc man das Adsorbens 
in das A4dsorptionsrohr. Darauf wurden je -1. ccm einer LBsung von etwa 
5 mg G l u t a m i n s a u r e  und A s p a r a g i n s a u r e ,  die rnit einigen Tropfen 
I-n. Essigsaure-Acetatpuffer (prc 3.3)  versetzt waren, aufgegeben. Nach den1 
Waschen mit 160 ccm 1-n. Essigsaure-Acetatpuffer (plr 3 . 3 ;  Temp. 50°) war 
alle Glutaminsaure ins Filtrat gegangen ; das iiberschuss. Puffergeniisch 
wurde mit 30 ccrn Wasser ausgewaschen. Der letzte Anteil des ablaufenden 
Puffers wie auch die 30 ccrn des zum Waschen verwendeten Wassers waren 
aminosaurefrei. Die Saule wurde eben zur Trockne gesaugt, aus den1 Ad- 
sorptionsrohr auf eine Pritte gebracht ; mit 30 ccm n/,-NaOH verriihrt, 
wenige Minuten stehen gelassen und abgesaugt. Die Elution wurde niit 
n/,,-NaOH, welche in 5 Anteilen zu je 30 ccni aufgegeben wurde, vervoll- 
standigt. Beide Eluate wurden mit Salzsaure deutlich piineralsauer gemacht 
i ind neiter wie ohen heschrieben verfahren. 

1 ccni eincr 1,osung von ( ; l i i t a in ins i io re  (enthaltentl 6.08 nig ( ; l n t amins i iu re )  
ergah nach v a n  S l y k e  : 1.64 ccm S,. Xullversuch 0.63 ccrn X, (200, 747 mm), (1. s. 
0.578 1ng .4iiiiiiostickstoff. 1 ccni ciner 1,tisiing ron .4spar a g i n s i u r e  (enthaltend 
4.73 nig A s p a r a g i n s a u r e )  ergabnach v a n s l y k c  : l .iO ccinN,, Sullversuche 0.63ccnih-i, 
(20°,  747 mni), (1. s. 0. i0  ing Aniitiostickstoff. 

h-ach der Trennung wiedergefunden: G l u t a m i i i s B u r e -  Fraktion nach v a n  S l y k e  : 
1.03 ccin N,, Nullversuclie 0.63 ccni S, (ZOO, 747 mni), d.  s. 0.572 nig Aminostickstoff. 
eutspr.  6.02 nig C; 1 u t a m i  n s  $11 r e  (99 % d.  Tli.). A s p  a r  a g i n s  S u r e  - Fraktion nacli 
v a n  S l y k e  : 1.50 ccin S,, Kullversuche 0.63 ccni N, ( Z O O ,  747 mn). d.  s. 0.50 nig .-\mino- 
stickstoff, cnbpr .  4.73 m g  i 2 s p a r a g i n s i i u r e  (1000/, (1. "11.). 

48. Fr iedr ich  A s i n g e r  und Franz Ebeneder: Zur Kenntnis der 
Produkte der gemeinsamen Einwirkung von Schwefeldioxyd und 
Chlor auf aliphatische Kohlenwasserstoffe im ultravioletten Licht, 
111. Mitteilung*) : Uber die Sulfochlorierung von Isobutan und die 
I somerenbildung bei der Sulfochlorierung und Chlorierung gas - 

formiger Kohlenwasserstoffe. 
Aiis (1. Ilauptlaborat. der Annnoniakwerk JIerseburg (;. 111. 11. 11.. 1,euna IVerlie.: 

(ISingegangen atri 6 .  Februar 1942.) 

I) Die Produkte der gemeinsamen Einwirkung von Schwefeldioxyd und Chlor 
auf Isobutan in Tetrachlorkohlenstofflosung. 

Isobutan bildet bei der Sulfochlorierung nur ein einziges Monosulfo- 
dilorid, namlich prim,. Isobutansulfochlorid (CH,),C€i .?€Zi-. zQ$J-,. ; .~p 
(kgensatz zuin Propan und n-Butan, bei deren Sulfochlorierung beide iso- 
ineren Monosulfochloride entstehen. Wahrend die direkte Chlorierung am 
tertiaren Kohlenstoff noch glatt vor sich geht, wird die Sulfochlorierung 
hier, wahrscheinlich aus sterischen Griinden, verhindert. 

Bei der Aufarbeitung der Keaktionsprodukte erhalt man in etwa 75-proz. 
Ausbeute (berechnet auf die gebildeten schwefelhaltigen Verbindungen) eine 
1x4 60--64O/3.5 mm siedende Jsobutanmonosulfochlorid-Fraktion. Diest-: 

~ _ _ _  
*) I. JIittcil.: B. 7.5, 34 j19421; 11. JIitteil.: 1%. 75, 42 [1942.. 


