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(Probe 2) AlCl,. Wahrend 6 Stunden wurde bei 70° geriihrt. Die Priparate wurden mit
Wasser, Benzol und Ather gewaschen und im Vakuumtrockenschrank 48 Stunden bei 700
getrocknet. Der C-Gehalt der Proben betrug 8,57% und 18,949,.

Wir danken Fraulein dipl. sc. nat. P. Miglioretto und Herrn Dr. R. Bach fiir ihre
Hilfe bei der Darstellung von Praparaten. Die Zessel-Bestimmungen wurden von Herrn
Peisker, Mikrolaboratorium, Brugg, und die C-Bestimmungen im Chem.-techn. Laborato-
rinim der ETH. von Fraulein E. Kunz ausgefiihrt. — Die vorliegende Arbeit wurde
durch Mittel der Arbeifsheschaffungskredite des Bundes erméglicht, fiir die wir bestens
danken,

Zusammenfassung.

Es wird die Gewinnung von Methoxy-, Athoxy-, Athyl- und
Phenylderivaten des Montmorillonits beschrieben. Es wurde dazu das
Chlorid des Montmorillonits mit Methanol, Athanol Athylmagnesmm-
jodid bzw. Benzol mit Aluminiumechlorid behandelt
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204. Uber die Entsalzung von Lésungen neutraler Aminosiuren mit
Hilfe von Ionenaustauschern und ein neues priparatives Verfahren
zur Gruppentrennung von Aminosiuren in Eiweisshydrolysaten

von M. Brenner und Ruth Frey.
(12. VI. 51.)

A. Entsalzung.

Wasser lisst sich mit Hilfe von Ionenaustauschern leicht und
praktisch vollstindig von gelosten Salzen befreien. Es gibt heute
drei brauchbare Methoden, um solche Entsalzungen oder ,,Entio-
nisierungen‘‘ durchzufithren?!). Sie sind alle dadurch gekennzeichnet,
dass anwesende Salze in erster Stufe durch Kontakt mit einem stark
sauren oder stark basischen Austauscherharz zerlegt werden, indem
entweder die vorhandenen Kationen gegen Wasserstoffionen oder die
Anionen gegen Hydroxylionen ausgetauscht werden. Die hierbei ent-
stehende Siure oder Base wird dann in zweiter Stufe unter Ver-
wendung eines beliebig stark basischen oder sauren Harzes durch
Adsorption bzw. abermaligen Austausech zum Verschwinden ge-
bracht?).

Die Entsalzung von Aminosdurelosungen ldsst sich nicht nach
diesem Schema durchfiihren. Dies hingt damit zusammen, dass die
in Wasserentsalzungsanlagen gebriuchlichen, stark sauren oder stark

3y R, Kunin & F. X. McGarvey, Ind. Eng. Chem. 43, 734 (1951).
2) Vgl. auch C. Calmon, in F. C. Nachod, ,,Jon Exchange'‘, New York 1949.
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basischen Austauscher die Aminosiuren adsorbieren. Soll die Ent-
fernung von Salzen ohne die gleichzeitige Adsorption von neutralen

Aminosiduren erfolgen, so muss man mit
Harzen von niedriger Aeiditit und Ba-
gizitdt arbeiten!). Solche Austauscher
besitzen indessen ein sehr geringes Neu-
tralsalz-Spaltungsvermogen und reagie-
ren speziell im Bereich niedriger Konzen-
trationen verhiltnismissig langsam. Dag
fiir Entsalzungen iibliche Zweisiulenver-
fahren ist deshalb nicht anwendbar, und

auch das an sich wirksamere Einsdulen-

verfahren gibt unbefriedigende Resul-
tate?). Esist also bei Verwendung,,schwa-
cher* Austauscher notwendig, von den
konventionellen konstruktiven Anord-
nungen abzuweichen.

Die gewihlte Versuchsanordnung ist in
Figur 1 dargestellt. Eine NaCl-haltige Aminoséure-
losung fliesst, aus einem Vorratsgefiss A kommend,
von oben nach unten zuerst durch eine mit Amber-
lite IR-4B?) beschickte Siule. Ein kleiner Teil des
anwesenden Kochsalzes wird hierbei zerlegt, indem
das Harz Chlorionen aufnimmt und dafiir Hydroxyl-
ionen in Losung schickt. Die nunmehr schwach al-
kalische Losung fliesst weiter durch eine mit Amber-
lite IRC-50%) oder Harz IC?) beschickte Saule, welche
die entstandene Lauge aufnimmt und cine Losung in
das Sammelgefiss B abfliessen lasst, dic etwas weniger
NaC(l enthilt als die Anfangslosung. Sobald sich die
Hauptmenge der Fliissigkeit in B befindet — ein Leer-
laufen der Saulen ist zu vermeiden —, tritt ein pas-
send ecingestellter Heber H in Funktion, durch den
sich B nach C entleert. Gefass C steht auf einer
Waage W; diese betatigt iiber ein Relais die Pum-
pe P. Die Losung wird durch die Pumpe nach A zu-
riickbefordert und fliesst von dort mit beliebig ein-
stellbarer Geschwindigkeit wiederum auf die obere
Siaule. Der Kreislauf wiederholt sich nun, und die
Apparatur bleibt in Betrieb, bis die Losung salzfrei

(

W
Fig. 1.
R bewegliches Saugrohr
b basisches Harz
s saures Harz
e Entliftungshahn
r Regulierhahn
w Watte

1) Vgl. die Zusammenstellung iiber die Adsorptionsverhéltnisse der Aminosduren bei

M. Brenner & C. H. Burckhardt, Helv. 34, 1070 (1951).

%) R. Kunin & F. X. McGarvey, loc. cit.

3} R. Kunin & R.J. Myers, Am. Soc. 69, 2874 (1947); F.J. Myers, Ind. Eng.

Chem. 35, 858 (1943).

4} R. Kunin & R. E. Barry, Ind. Eng. Chem. 41, 1269 (1949)
5) Diesen schwach sauren Austauscher haben wir zu einer Zeit, da Amberlite
IRC—50 noch nicht erhaltlich war, aus Brenztraubensiure, Phenol und Formaldehyd

selbst hergestellt (vgl. exp. Teil).
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ist!). Die Anzahl notwendiger Zyklen ist von der Aminosidurekonzentration und dem
Mengenverhaltnis Salz : Austauscher abhingig. Die unten beschriebene Entsalzung von
Rohleucin war je nach der Art des verwendeten sauren Austauschers nach 10—20 Stunden
beendet (ca. 60—120 Zyklen, vgl. Fig. 2).

Die Neutralsalzspaltung durch Amberlite TR-4B bildet die
Grundlage unseres Verfahrens. Diese Spaltung ist gering, wird aber
durch die Gegenwart von Aminosiduren begiinstigt. Dieselben fangen
als Puffer die gebildete Lauge auf und verringern dadurch den
raschen pH-Anstieg, der den Umsatz zwischen. Salz und Harz in
rein wisseriger Losung sofort zum Stillstand bringt. Der Effekt ist
im Modellversuch deutlich feststellbar (Fig. 2).

mual NeOH
10,50

~ {040

o, 0,30

0,20

0,75
mual Glyeinjl lb Zb 3‘5 4b S{un"den
255 200 175 150 725 100 75 30 25
1 g Amberlite IR-4B, lufttrocken
50 ml 0,1-n. NaCl-Losung
Versuchsdauer 14—16 Std.
Fig. 2.
NaCl-Spaltung durch Amberlite IR-4B in Gegenwart von Glycin (strichpunktierte Kurve)
Ordinate: mval NaOH, gebildet durch NaCl-Spaltung (ermittelt durch Titration mit
0,02-n. H,80,, Tashiro-Indikator?)).
Abszisse: Glycinkonzentration, mval/l. (Kjeldahl-Bestimmungen?) am Anfang und Ende
der Versuche ergaben keine Verdnderungen im N-Gehalt der Losungen)
und
Zeitlicher Verlauf der Entsalzung im System Amberlite IR-—4B/Harz IC (ausgezogene
Kurve) und Amberlite IR-4B/Amberlite TRC-50 (gestrichelte Kurve). Versuche
No. 5 und 8 in Tabelle 1.
Ordinate: NaCl-Gehalt in % des Anfangswertes. Abszisse: Zeit in Stunden.

Weitere Modellversuche ergaben, dass die Kochsalzspaltung bei
konstanter Aminosiurekonzentration, konstanter Harzmenge und
kongtantem Volumen mit abnehmender Salzkonzentration kleiner
wird. Es liegt hier eine einfache Massenwirkung vor3). Ferner zeigte

1) Bestimmung des NaCl-Gehaltes: J. M. Kolthoff & V. A. Stenger, Volumetric
Analysis, Vol. 11, 331, New York 1947.

2y G. Frey, Helv. 31, 709 (1948).

%) Vgl. dazu R. Kunin & R.J. Myers, loc. cit., Fig. 4.
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es sich, dass die fiir die Salzzerlegung ausniitzbare Kapazitit des
Harzes recht gering ist. Schon bei einer Beladung von rund 1 mval
HCI pro g lufttrockenes Harz hort die Umsetzung mit Kochsalz auf
(Glycinkonzentration 200 mval/l). Dieser durch die geringe Harz-
basizitét!) bedingte Effekt macht es notwendig, fiir jedes mMol NaCl,
das zerlegt werden soll, rund 1 g lufttrockenes Harz zu verwenden.

Die Kapazitit der zur Entfernung der gebildeten Liauge dienenden
Carboxylharze kann ebenfalls nur unvollstindig ausgeniitzt werden.
Dies ergibt sich als unmittelbare Folge der bei vollbeladenen Carboxyl-
harzen (z. B. Amberlite TRC-50-—N4a) auftretenden hydrolytischen
Abspaltung von NaOH?2). Der bei einem gegebenen pH erreichbare
Ausniitzungsgrad der Harze ist erwartungsgemiss in erster An-
niherung von ihrer Totalkapazitit unabhingig. Er betrigt beim
Harz IC (Kapazitit ~ 3) wie beim Amberlite TRC 50 (Kapazitit ~6)
etwa 509,. Nach Uberschreiten dieser Beladung bleibt das pH der
aus dem sauren Harz abfliessenden Lésung so hoch, dass im basischen
Austauscher keine Salzspaltung mehr erfolgt3). Die Salzspaltung durch
das Carboxylharz haben wir nicht iiberprift. Wir vermuten jedoch,
dass auch dieser Vorgang, d. h. die Bildung kleiner Mengen HCI aus
Harz-COOH und NaCl, wenigstens anfinglich am Gesamtumsatz
beteiligt ist4).

Aus den angegebenen Daten iiber die Harzkapazititen und den
Ausnutzungsgrad errechnet sich ein minimaler Bedarf von 0,7 g Harz
IC bzw. 0,35 g Amberlite TRC-50 (lufttrockene Produkte) pro mMol
NaCl. Im Entsalzungsversuch zeigt sich aber, dass diese Mengen, wie
auch die Menge an Amberlite IR-4B, vorteilhaft um 50—1009, ver-
mehrt werden. Es ist dann moglich, fast alles Salz in einer Operation
aus der Losung zu entfernen.

Namentlich bei der Verarbeitung grésserer Mengen ist es jedoch
rationeller, stufenweise nach dem Gegenstromprinzip zu arbeiten.

In einer ersten Entsalzungsapparatur (Fig.1) wird z. B. unter Erschépfung der
Austauscher auf rund 209 entsalzt. Die Losung gelangt dann auf eine zweite Einheit
gleicher Grosse, in welcher der Salzgehalt spielend auf 0% reduziert wird. Man sieht
leicht ein, dass sich auf diese Weise wesentliche Einsparungen an Austauschern, Wasch-
wasser und Regenerierlosungen erzielen lassen.

Einsparungen an Harz sind um so wichtiger, als die sauren Aus-
tauscher erhebliche Mengen neutraler Aminosiduren adsorbieren. Die
Adsorption geht zwar bei fortschreitender Natriumaufnahme zuriick,

1) Titrationskurve von Amberlite IR—4B: J. C. Winters & R. Kunin, Ind. Eng.
Chem. 41, 460 (1949); siehe ferner R. Kunin & R.J. Myers, loc. cit. Fig. 1 und 4, S. M.
Partridge & R. C. Brimley, Biochem. J. 44, 513 (1949), Fig. 1.

%) F. X. McGarvey & J. Thompson, Ind. Eng. Chem. 43, 741 (1951), Fig. 9.

3) Titrationskurve von Amberlite TRC—50: R. Kunin & R. E. Barry, loc. cit.,
Fig. 1. Titrationskurve von Harz IC: exp. Teil dieser Arbeit.

%) Vgl. B. Kunin & R. E. Barry, loc. cit., Fig. 4.
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bleibt aber bei der im vorliegenden System maximal erreichbaren
Beladung immer noch ziemlich gross (Fig. 3).

muwal Aminosdure

40 ¢

20 cm? 0,1-n. Aminosiure
und 1g Amberlite IRC-50
oder 2 g Harz IC.
Versuchsdauer 14—16 Std.

30t

20}t
Y
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I S
010203 05 1,0 1,5mln. NaOH
0 5 0 75 20 25 % Beladung
Fig. 3.

Adsorption von Glycin und Leucin an Harz IC (ausgezogene Kurven) und Amberlite
TRC-50 (gestrichelte Kurven) bei wachsender Natriumbeladung der Harze.
Ordinate: mval adsorbierte Aminosiure (berechnet aus der Anderung im N-Gehalt!)
der Losungen).
Abszisse: cm? zugesetzte 1-n. NaOH, bzw. Beladungszustand der Harze in %, der Total-
kapazitat?). (NaOH-Mengen von mehr als 1,5 cm?® wurden bei der gewihlten
Versuchsdauer nicht mehr vollstindig aufgenommen.)

Resultate: Entsalzungsversuche sind durchgefithrt worden mit Lésungen von
Glycin, Leucin und technischem Rohleucin (Gemisch aus Leucin, Isoleucin, Valin,
Methionin und Phenylalanin mit 15—209% NaCl). Tabelle 1 gibt Auskunft iiber die Ver-
suchsansitze, den jeweils erzielten Einsalzungsgrad und die Verluste an Aminosidure im
Ein- und Mebrstufenverfahren. Bei den Ansitzen Nr. 5 und 8 der Tabelle 1 haben wir
den Verlauf der Entsalzung zeitlich verfolgt. Aus den diesbeziiglichen Kurven in Figur 2
geht hervor, dass der Endwert bei Verwendung von Harz IC nach rund 10 Stunden
erreicht wird. Amberlite IRC-50 arbeitet wesentlich langsamer.

Die Aminosdureverluste sind, dem in Figur 3 dargestellten Er-
gebnis entsprechend, verhiltnisméssig gross. Immerhin zeigt das Mehr-
stufenverfahren auch hier einen Vorteil, indem einerseits ein Harz,
das einmal mit Aminosdure gesdttigt ist, keine weiteren Verluste
mehr bedingt, und andererseits die Verluste mit zunehmender Harz-
ausniitzung kleiner werden. Leider gewinnen die Austauscher ihr
unerwiinschtes Adsorptionsvermogen bei der Regeneration weit-
gehend zurtck.

1) Semimikro-Kjeldahl-Bestimmungen nach G. Frey, loc. cit.

?) Totalkapazitit = 6 (Bestimmung und Definition der Kapazitit siche exp. Teil).
Die wahre Kapazitat von Amberlite IRC-50 betragt ungefahr 10: E. Kunin & F. X.
McGarvey, Ind. Eng. Chem. 41, 1265 (1949).
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Tabelle 1.
Entsalzung von Aminosaure-Losungen im Ein- und Mehrstufenverfahren.

Anfangslésung Nr.1: 70 mval Glycin  und 33 mval NaCl in 500 cm3dest. Wasser
. 2: 70 ,, Leucin ,» 33 ,, NaCl,, 500 ,, ,, v

Anfangslgsungen ,, 3-8: 84 ,, Rohleucin ,, 42 ,, NaCl,, 500 ,, v
NaCl-Gehalt (%, des Anfangswertes) und
Basischer Aus-|{ Saurer Aus- Aminosdureverlust (% des Anfangswertes)
tauscher?) tauscher?) der Endlosungen
Nr. im instufen- im Mehrstufenverfahren
verfahren
g 3) 5 Kolonne 1*) | Kolonne 2**) | Kolonne 3***)
e Bl il & 3 3
mval NaCl mval NaCl - AB- q AB-Ver-| o~  AS-
NaCl Verlust?) NaCl lust4)®) NaCl Verlust4)
1 2 668) 2 86%)7) 3 +- 1
2 2 66 2 667 [34+1 1242
3 1,5 63 1,5 637) {5+11042 (041 32 641 0+2
4 0,75 31,5 0,75 (31,6726 +-1 5 +2 |24+1 14 104+1 042
5 0,75 31,5 1,5 837 | 841
6 1,5 63 0,75 31,68 6+112+2{0+1 17% {841 112
7 0,75 31,5 0,38 [16%) [26 -1 5+2 |3 +1 11 4 +1 442
8 0,75 31,5 0,75 [31,5%)[14 +1

*) 18stiindige!9) Zirkulation der Anfangslosungen durch die voll regenerierte
Apparatur.
**) 18stiindige®)1t) Zirkulation der Endlésungen??) von Kolonne 1 durch die
voll regenerierte Apparatur.
**¥) 18stiindige!®) Zirkulation frischer Anfangslosungen durch die partiell
erschopften, mit destilliertem Wasser gewaschenen Austauscher1®) der Versuche
von Kolonne 2.

1) Amberlite IR-4B.

2) Vgl. die Fussnoten 7) und 8).

8) Lufttrocken gewogen.

4) Nach Abtropfen der Endlosungen aus den Sidulen und dreimaligem Waschen der
Harze mit je 200 cm?® dest. Wasser. Die dritte Portion Waschwasser enthielt nur noch
Spuren von Aminosaure.

5) Verlustsumme aus 1. und 2. Stufe (Mittelwerte).

%) Die mit n. HCl bzw. n. NaOH regenerierten Austauscher sind hier mit Leitungs-
wagser neutralgewaschen worden; in allen anderen Fillen wurde destilliertes Wasser
verwendet.

") Harz IC (H-Form).

8) Amberlite IRC-50 (H-Form).

%) Die geringe Adsorption in der 2. Stufe ist hier wahrscheinlich der kurzen Ver-
suchsdauer zuzuschreiben.

10) Die Versuchsdauer basiert auf den Zeitversuchen der Figur 2.

11) Die Versuchsdauer ist hier zweifellos zu gross: vgl. No. 6, wo die Versuchsdauer
probeweise auf 2 Stunden beschrankt wurde.

12) Abgetropfte Endlosung mit den Waschwissern (vgl. Fussnote 4) vereinigt und
auf 500 cm?® eingeengt.

18) Zum Waschprozess vgl. Fussnote 9).
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Die vorliegende Entsalzungsmethode beruht im Prinzip auf einer
,, Entionisierung*‘, die sich nicht auf anorganische Ionen beschrinken
lasst. Deshalb werden die in neutraler, wisseriger Losung kationischen
Diamino-monocarbonsduren und anionischen Monoaming-dicarbon-
sduren ebenso wie Na+ und Cl- adsorbiert. Sollen diese Aminosiduren
in Losung bleiben, so ist unser Verfahren nicht anwendbar. Es be-
schrinkt sich deshalb ausdriicklich auf die Entsalzung von Lésungen
neutraler Aminosiduren und ist auch dann nur brauchbar, wenn ge-
wisse unvermeidliche Verluste tragbar sind. Letztere werden in der
Regel bei Gemischen mit einem hohen Prozentsatz an Aminosiuren
mit aromatischer oder grosser aliphatischer Seitenkette bedeutender
sein als bei Gemischen von niedermolekularen Aminosiurent).

B. Gruppentrennung.

Das soeben erwihnte Verhalten der sauren und basischen Amino-
sduren bietet die Moglichkeit, sie mit Hilfe unserer Austauscher-
anordnung zwar nicht ganz quantitativ, dafiir aber in beliebigem
priparativem MafBstab aus salzfreien Eiweisshydrolysaten -abzu-
trennen. Orientierende Versuche haben in dieser Hinsicht sehr zu-
friedenstellende Resultate ergeben.

Eine Mischung von 84 mval Leucin (11,08 g), 42 mval Glutaminséure (6,18 g) und
42 mval Arginin (7,32 g) in 500 cm? destilliertem Wasser lieferte nach 23stiindigem Kreis-
lauf durch 63 g Amberlite IR-4B und 31,5 g Amberlite TRC-50, Abtropfen und drei-
maligem Auswaschen der Harze mit je 150 cm?® Wasser, eine Leucinfraktion von 10 g.
Das saure Harz wurde mit 1000 cm?® 1-n. HCl behandelt und die resultierende, argininhaltige
Losung zum Sirup eingedampft. Nach der Methode von Coz?) liessen sich daraus 7,1 g
Argininmonohydrochlorid erhalten. Die Extraktion des basischen Harzes mit 1000 em?®
1-n. NH, ergab 5,3 g glutaminsaures Ammonium. Alle diese Ausbeuten beziehen sich auf
effektiv isoliertes, kristallines Material. Die drei Fraktionen wurden mikrobiologisch
auf ihre Reinheit untersucht; das Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2.
Priparative Trennung von Leucin, Arginin und Glutaminsaure. Mikrobiologische Gehalts-
bestimmung der erhaltenen Fraktionen3).

Fraktion Leuocin‘*) Glutamoinsé,ure %) Arginin®)
Yo %o %
Leucin 95 + 10 2 +0,2 2402
Glutaminsiure . 0.5 + 0,05 90 + 10 0,2 4 0,02
Arginin 0 0 100 + 10

1) Vgl. die Diskussion iiber die molekulare Adsorption bei M. Brenner & C. H

Burckhardt, loc. cit.

?) G. J. Coz, J. Biol. Chem. 78, 475 (1928).

8) Wir danken Herrn Dr. V. Kocher, Mikrobiologisches Laboratorium St. Jakob,
fiir die Ausfiihrung dieser Bestimmungen.

4) Neurospora crassa leucineless.
%) Lactobaeillus arabinosus.
) Streptococcus faecalis.
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In einem weiteren Versuch wurde ein salzsaures Hydrolysat von Fibrin durch
Riihren mit Amberlite IR-4B auf pH 7,6 gebracht und anschlicssend wahrend 16 Stunden
im Kreislauf tiber Amberlite IR-4B (48 g) und Amberlite IRC-50 (15 g) geleitet. Die
Wahl dieses Harzverhaltnisses basiert auf der in der Literatur?!) angegebenen Zusammen-
setzung des Fibrins. Papierchromatogramme des Hydrolysates liessen erkennen, dass
Asparagin, Glutaminsiure, Arginin und Lysin bei sonst gleichbleibender Zusammen-
setzung des Gemisches praktisch verschwunden waren. Uber das Verhalten des nur in
geringer Menge vorhandenen Histidins gaben die Versuche keine zureichende Auskunft?).
Wahrscheinlich wird es unter unsern Versuchsbedingungen nicht oder nur geringfiigig
adsorbiert?). Die weitere Aufarbeitung des Versuches musste aus dusseren Griinden leider
unterbleiben.

Es scheint also festzustehen, dass der eingeschlagene Weg
prinzipiell gangbar ist. Die Nachteile, die der Methode anhaften,
beschrinken sich im wesentlichen auf die durch molekulare Ad-
sorption bedingten Effekte: Verluste einerseits und mangelhafte
Trennschirfe andererseits. Thr Vorteil besteht darin, dass die grosste
Schwierigkeit, die sich dem Gebrauch der schwach basischen und
sauren Austauscher entgegenstellt, ndmlich ihre Reaktionstrigheit?),
im Kreislauf iberwunden wird. Innerhalb der Grenzen ihres An-
wendungsbereiches diirfte sie den verschiedenen dhnlichen Methoden?),
die fiir die Gruppentrennung vorgeschlagen wurden, iiberlegen sein.
Die Verdringungschromatographie nach Partridge®) fithrt im End-
effekt auch zu einer Gruppentrennung. I'hr Hauptakzent liegt aber
auf der Trennung innerhalb der Gruppen. Das Verfahren beruht
zudem nicht auf blosser adsorptiver Filtration und l4sst sich daher
nicht mit dem unsrigen vergleichen.

Der eine von uns (M. B.) dankt der Rockefeller Foundation in New York fir die
gewihrte Unterstiitzung.

Experimentieller Teil.
Vorbereitung der Harze und Herstellung von Harz IC.

Amberlite TR-4B: Das kaufliche Harz wird nach mehrmaliger abwechslungs-
weiser Behandlung mit 1-n. HCl und 1-n. NaOH mit Wasser in eine Chromatographier-
réhre gespiilt. Man wischt mit halogenfreier 1-n. NaOH halogenfrei (AgNO,) und hierauf

1y R.J. Block & D. Bolling, The Amino Acid Composition of Proteins and Foods,
Springfield, Illinois, 1947.

%) Vgl. C. E. Dent, Biochem. J. 43, 169 (1948), Bemerkung iiber Histidin.

3y J.C. Winters & R. Kunin, loc. cit.

1) Uber Amberlite IR-4B siehe R. Kunin & R.J. Myers, loc. cit.; S. M. Partridge
& R.O. Brimley, Biochem. J. 44, 515 (1949); iiber Amberlite IRC-50 siehe R. Kunin &
R. E. Barry, loc. cit.

5) C. 8. Cleaver, R. A. Hardy & H.GQG. Cassidy, Am. Soc. 67, 1343 (1945); C. S.
Cleaver & H. Q. Cassidy, Am. Soc. 72, 1147 (1950); J. C. Winters & R. Kunin, loc. cit.;
vgl. auch R. K. Cannan, J. Biol. Chem. 152, 401 (1944) und R. J. Block, in F. C. Nachod,
,.Jon Exchange®‘, New York 1949. Das ,,ideale Schema‘® von Cannan (Ann. New York
Acad. Sci. 47, 135 (1946)) ist mit den zur Zeit verfiighbaren Austauschern noch nicht durch-
fithrbar; das Verfahren von A. Tiselius, B. Drake & L. Hagdahl (Exper. 3, 21 (1947))
ist eine ausgesprochen analytische Methode.

%) 8. M. Partridge, R. C. Brimley & K. W. Pepper, Biochem. J. 46, 334 (1950); vgl.
auch friithere Arbeiten.
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mit destilliertem Wasser, bis das Eluat neutral abliuft und eine Probe des Harzes bei
12stiindigem Stehen mit destilliertem Wasser kein Alkali mehr abgibt (Lackmus). Das
Harz wird nunmehr zwischen Filtrierpapier bis zur Gewichtskonstanz luftgetrocknet
(ca. 60 Stunden).

Amberlite IRC-50: Das kiufliche Harz wird nach mehrmaliger, abwechslungs-
weiser Behandlung mit 1-n. NaOH und 1-n. HCl mit Wasser in eine Chromatographier-
rohre gespiilt. Man wischt mit eisenfreier 1-n. HCl praktisch natriumfrei (Flammen-
farbung am Platindraht) und hierauf mit destilliertem Wasser, bis eine Harzprobe bei
12stiindigem Stehen in destilliertem Wasser keine Saure mehr abgibt (Lackmus). Es
wird wie das basische Harz getrocknet. Zum Vergleich mit dem Harz IC wurde unter den
dort angegebenen Bedingungen die Kapazitit gegeniiber Soda bestimmt; im Mittel wurde
ein Wert von 6,3 mval/g lufttrockenes Harz IRC-50 gefunden.

Harz IC: Man verfiahrt wie bei Amberlite IRC-50. Vgl. im {ibrigen den Abschnitt
iiber die Herstellung von IC.

Alle Gewichtsangaben beziehen sich auf dic obigen, lufttrockenen Harze. Letztere
sind im Hinblick auf die lange Versuchsdauer iiberall, wo sie in regenerierter Form frisch
zur Verwendung gelangten, den Reaktionslosungen ohne vorherige Quellung direkt zu-
gesetzt worden.

Herstellung von Harz IC: 44 g Brenztraubenséure werden in 150 cm?® konz.
H,S0, unter Eiskiihlung gelést. Unter stetem Riihren gibt man bei 0° portionenweise
insgesamt 94 g Phenol zu. Nachdem alles Phenol gelést ist, wird das Gemisch bei Zimmer-
temperatur noch 21, Stunden gerithrt, auf Eis gegossen und der Niederschlag abfiltriert.
Er wird mit Eiswasser gewaschen und im Exsikkator iber konz. H,SO, getrocknet. Aus-
beute: 88 g p,p’-Dioxy-diphenyl-propionsiure!). Die erhaltene Saure wird in 250 cm?®
Wasser suspendiert und durch Zugabe von technischer, konz. NaOH gelost. Die gegen
Phenolphtalein schwach alkalische Losung wird filtriert und auf dem Wasserbad einge-
engt, bis sie leicht klebrig erscheint (das Volumen betrigt nunmehr ca. 180—200 cm?).
Bei 60—70° werden jetzt 44 cm?® 30-proz. Formalinlosung langsam und unter Riihren zu-
getropft. Dann wird der Kolben verkorkt und in einem Wasserbad von 95—100° wihrend
134 Stunden stehengelassen. Hierbei bildet sich ein Gel, das noch heiss herausgeholt
und in kleinere Stiicke zerteilt wird.

Zur Hartung werden die Harzstiicke zunéichst eine weitere Stunde im verschlossenen
Kolben auf 95—100° erwéirmt, 16 Stunden auf Filtrierpapier luftgetrocknet und noch-
mals im geschlossenen Kolben wihrend 7 Stunden bei 95—100° erwarmt. Hierauf werden
sie im Heizschrank in offener Schale 22 Stunden auf 80—90° und 4 Stunden auf 120—130°
erwarmt. Das gehirtete Harz wird in einer Schlagmiihle auf die Korngrosse 0,25—1,5 mm
gemahlen und nach den beim Amberlite IRC-50 gemachten Angaben mit Alkali, Saure
und dest. Wasser behandelt und schliesslich luftgetrocknet.

Kapazitit von Harz IC: 1 g lufttrockenes Harz IC wird in 10 cm3 1-n. Sodalésung
suspendiert. Man lisst 48 Stunden quellen, kocht 15 Minuten am Riickfluss auf und
titriert nachher je 2 cm?® der abfiltrierten Losung mit 0,2-n. HCl gegen Methylorange als
Indikator. Mittlerer HCI-Verbrauch: 6,75 4 0,02 em?. Daraus berechnet sich eine Kapazitat
von 3,25 mval pro 1 g lufttrockenesHarz IC. (Wiirde man an Stelle von Soda NaOH ver-
wenden, so ergidben sich infolge der Mitbestimmung phenolischer Hydroxylgruppen
hohere Werte.)

Titrationskurve des Harzes 1C: Da die Einstellung des Gleichgewichtes viel
Zeit benotigt?), kann man nicht direkt titrieren. Es wurden daher verschiedene Portionen
von je 500 mg lufttrockenem Harz IC in je 50 cm?® 1-n, NaCl-Losung mit zunehmenden
Mengen von 0,5-n. NaOH versetzt und in Glasstopselflaschen 16 Stunden lang bei 20°
geschiittelt. Hierauf wurde das pH der Losungen mit Hilfe eines Beckman-pH-Meters,

1) C. Bittinger, B. 16, 2071 (1883).
2y R. Kunin & R. E. Barry, loc. cit.
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Modell G, gemessen (Messgenauigkeit: 4 0,01 pH). Die Messungen bei pH-Werten oberhalb
8,5 sind fiir den Na-Salzfehler der Glaselektrode in 1-n. NaCl korrigiert worden. Figur 4
zcigt das Ergebnis.

muval NaOH

2,00

150

100t 500 mg Harz IC
50 em?® 1-n. NaCl

0,50

T2 3 4 5 6 7 8 9 10 11pH
Fig. 4.
Titrationskurve von Harz IC1). Ordinate: mval NaOH. Abszisse: pH.

Entsalzungsversuche.

Herstellung der Lésungen: Die Zusammensetzung der Entsalzungslosungen
ist aus Tabelle 1 ersichtlich. Glycin- und Leucinlésungen wurden aus den analysenreinen
Bestandteilen bereitet?). Zur Herstellung der Rohleucinlésungen diente technisches, grau-
gelb gefarbtes Rohleucin. Rund 18 g dieses Produktes wurden zusammen mit 9 g Ent-
firbungskohle in 600 cm?® Wasser eingetragen, die Suspension unter Riithren zum Sieden
erhitzt und kochend filtriert. Das klare Filtrat wurde auf Stickstoff (Kjeldahl} und
NaCl3) analysiert und gegebenenfalls durch Wasserzusatz auf den in Tabelle 1 ange-
gebenen Gehalt gebracht.

Durchfithrung der Entsalzung: Man suspendierte das lufttrockene saure bzw.
basische Harz in geeigneten Volumina der jeweiligen Entsalzungslésungen und brachte
die beiden Suspensionen in die zu diesem Zwecke auseinandergenommenen Adsorptions-
sdulen der Entsalzungsapparatur (Fig. 1). Die in den Sdulen iberstehenden Lésungen
wurden hierauf bis auf einen kleinen Rest abgelassen, die Apparatur zusammengestellt
und das Niveau der iiberstehenden Losungen durch Betitigung der Entliiftungs- und
Regulierhahnen auf eine geeignete Hohe (1—3 c¢m iiber dem Harz) gebracht. Man be-
schickte das Vorratsgefiss A mit dem Rest der Losung und setzte die Apparatur durch
Offnen der Hahnen r;, 1, und r, in Betrieb. Der Heber wurde so eingestellt, dass die
Losung kurz der der vélligen Entleerung des Gefisses A aus B nach C floss und von dort
iiber die Pumpe nach A zuriickbefordert wurde. Die Einstellung von r; bestimmte die
Durchflussgeschwindigkeit.

Gruppentrennung.

Fibrinhydrolysat: 15 g Fibrin (,, Roche*, getrocknet) wurden mit 3 Liter 6-n.
HCl wihrend 18 Stunden am Riickfluss gekocht, das Hydrolysat am Vakuum einge-
dampft und der Riickstand dreimal abwechslungsweise in 500 em?® dest. Wasser geldst

1) Titrationskurve von Amberlite IRC-50 siehe R. Kunin & R. K. Barry, loc. cit.
Titrationskurve von Wofatit C siehe R. Griessback, Angew. Ch. 52, 215 (1939).

) Zur Vermeidung von Bakterienwachstum wurden sie kurz vor Gebrauch aufge-
kocht und wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt.

3} J. M. Kolthoff & V. A. Stenger, loc. cit.
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und eingeengt. Man loste hierauf in 200 cm?® Wasser, kochte 15 Min. mit 5 g Entfarbungs-
kohle, filtrierte, verdiinnte das Filtrat auf 500 cm3, setzte unter Riihren portionenweise
Amberlite IR-4B zu, bis das pH den Wert 7,6 erreichte, und dekantierte schliesslich
vom Harz ab. Das Harz wurde dreimal mit je 250 cm® Wasser gewaschen, Waschwasser
und Dekantat vereinigt, die Losung auf 500 em? eingeengt und hierauf im Kreislauf durch
die Entsalzungsapparatur geleitet. Harzmenge usw. vgl. theoretischer Teil.

Papierchromatogramme: Nach der Methode von Dent!) wurden Proben des
Fibrinhydrolysates vor und nach der Gruppentrennung auf Whatman-Papier Nr. 1 aufge-
tropit und zuerst in Phenol/Wasser bei Gegenwart von Essigsduredampf (509, Essigsaure)
und nachher (2. Dimension) in Collidin/Wasser aufsteigend?) chromatographiert. Es fanden
sich auf den mit Ninhydrin entwickelten Chromatogrammen des Fibrinhydrolysates
Flecken von Leucin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin, Tyrosin, Threonin, Glykokoll,
Glutaminsgure, Asparaginsiure, Arginin und Lysin; nach dem Gruppentrennungs-
versuch waren die Flecken von Glutaminsiure, Asparaginsiure, Arginin und Lysin im
Gegensatz zu den iibrigen unverinderten Flecken praktisch verschwunden.

Zusammenfassung.

Es wird ein Verfahren zur Entsalzung von salzhaltigen Losungen
neutraler Aminosduren beschrieben. Diese werden im Xreislauf
durch ein System gepumpt, das aus zwei Adsorptionssidulen besteht.
Die eine der Sdulen ist mit einem schwach basischen und die andere
mit einem schwach sauren JTonenaustauscher beschickt. Nach be-
endeter Operation enthélt die basische Sidule die Anionen und die
saure Sdule die Kationen der anfinglich vorhandenen Salze; die
neuntralen Aminosiuren bleiben in Ldsung.

Nach dem gleichen Prinzip l4sst sich die Gruppentrennung von
Eiweisshydrolysaten durchfiihren, indem die sauren Aminosiduren als
Anionen und die basischen, mit eventueller Ausnahme des Histidins,
als Kationen adsorbiert werden.

Als basischer Austauscher diente Amberlite 1R-4B, als saurer
Austauscher Ampberlite IRC-50 oder ein Harz IC, dessen Herstellung
aus Brenztraubensiure, Phenol und Formaldehyd beschrieben wird.

Organ.-chem. Anstalt der Universitidt Basel.

1) C. E. Dent, Biochem. J. 43, 169 (1949).
2) R.J. Williams & H. Kirby, Science 107, 481 (1948).





