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134. Chromatographie von Polyelektrolyten V. 
Aminoathyl-Cellulose und Guanidinoathyl-Cellulosel) 

voii G .  Semenza 
(20. I\-. 60) 

Noch vor wenigen Jahren hielt man es fur  fast unmoglich, Proteine zu chroniato- 
graphieren. Da diese Polyelektrolyte lejcht denaturiert werden, konnen die meisten 
der gebrauchlichen Adsorbentien und organischen Losungsmittel iiicht zur Anwendung 
gelangen. Auch extreme pH-Werte und nur leicht erhohte Temperaturen mussen ver- 
mieden werdcn. Nachdem jedoch einige Vcrsuche zur chromatagraphischen Reinigung 
von einfachen Proteinen gelungen waren - entweder durch Verteilungs-2) oder durch 
Ionenaustauscher-Chromatographie 3, -hat die Proteinchromatographie in den letzten 
Jahren rasch die Stufc ciner allgemein verwendeten Technik erreicht, hauptsachlich 
durch die Arbeiten von TISELIUS et aZ.*), ROhlAN et L Z L . ~ ) ,  SOBER & PETERSOX~), sowie 
PORATH~). n e r  grosste Ted der einschlagigen Iiteratur kann neueren Ireroffentlichun- 
gen entnommcn werden*). 

1) Zu clicser Serie gehoren jctzt die folgenden Mitteilungen: a) G. SEiuExz.%, Biochim. bio- 
phys. Acta 24, 401 (1957); b) id., ;\rkiv Kemi 7 7 ,  89 (1957); c) id., Acta Vitaminologica, 12, 
245 (1958); d) G. SEMENZA, L. S. PKESTIDGE, D. M~NXRD-JECKER & M. BETTEX-G.XLLAND, Hell-. 
$2, 669 (1 959). Eine vorlaufigc Mitteilung iiber einen Teil der Kesultate, dir  hier beschrieben 
werdcn, ist in Helv. physiol. pharniacol. Acta 17, C 39 (1959) erschienen. 

Verwendete Abkiirzungen : AE-Cellulose : r\niinoathyl-cellulose; DEhE-Cellulosc ' I)i- 
athylarninoathyl-cellulost ; EC'TEOI~.X-Cellulose : Cellulose-Derivat, das nach der Vorschrift von 
PETERSON &  SOBER^^) durch Reaktion von Epichlorhydrin und Triathanolamin mit Alkali- 
Cellulose erhalten wurde; TEAE-Cellulosr : Triathylaminoathyl-cellulose: TRIS : Tris (hydrox!-- 
methyl)-aminomethan. 

320 (19.53); 5.9, 405 (1955). 
3) S.  P.\I,EUS & J .  €3. NEILANDS, .\cta chem. scand. 4, 1024 (1950); C. H. 11.. HIRS, S. 

MOORE & W. H. STEIN, J .  biol. Chemistry 200, 493 (1953): H. 1-1. TALLAN & AX-. H. STEIS, 
zhzd., 200; 507 (1953) ; C. H. W. HIRS, ibid.  205, 93 (1953) ; H. 11. T.\LLAS, Biochim. biophy.  
I\cta 27, 407 (1958). 

4, A. TISELIUS, Arkiv Icemi 7, 443 (1.954); .X. TISKLIUS, S .  HJeRrks  K- 0. IXVIZ.  Arch. 
Biochemistry Biophysics 65, 132 (1956). 

5, a) H. G. BOMAN, Biochim. biophys. Ac ta  76, 245 (1'955) ; b) id. ,  ;\iature. 173, 447 (1954) : 
c) H. G. BOMAN & L. E. WESTLIJND, .\rch. Biochemistry Biophysics 64, 217 (1956) ; d) id., i b id .  70, 
572 (1957) ; e )  H. G. BOMAN 8r li. KALETTA, Biochim. biophys. Xcta 24, 619 (1057) ; f )  H. G. BOMAK, 
in Symposium on Protein Structure (XEUBERGER, ed.), S. 100, Methuen & Co.. Imndon 195s. 

6 ,  a) E. A. PETERSON 8r H. A. SOBER, J .  Amer. cheni. Soc. 78, 751 (1956); b) H. .\. SORER. 
I'. J. GUTTER, M. M. WYCKOPF & E. A. PETERSON, zhid. 78, 756 (1956). 

7,  J .  PORATH, Xrkiv Kemi / I ,  97 (1957). 
8 ,  a) S. ~'IooRI.: R 11'. 11.  STEIN, Adv. Protein Chemistry / I ,  191 (1936r: bi H. .\. SOBER K- 

E. A. I'ETERSON, in Ion Exchangers in Organic and Riochcmistry (C. C ~ L X O N  & T. R, E. KRESS- 
M A N ,  ed.), S. 318, Interscience Publ. Inc., New York 1957; c) F. TURBA, C'hromatographischr 
Methoden in der Proteinchemie, Springer-Verlag, Berlin 1954; d) H. C;. BOMAN, lon Exchangcs 
Chromatography of Proteins and Some Applications to  the Study of TXffcrent Phosphoesterases, 
Xlqvist & Wiksell, Stockholm-Uppsala 1958 ; e )  U. GMUNDER-KALETTA, Enzytnchromatographie 
an DEAE-Cellulose, Dissert. an der Univcrsitat Zurich, 1958; f )  R. Id. HILL, J. R. KIM~IEL K- 
E. L. SMITH, Ann. Rev. Biochemistry, 28, 97 (1959). 

2) J. P. MARTIN R K. R.  PORTER, Riochem. J .  49, 215 (1951); R. R. ~ ' O R T E R ,  i h /d .  ,?J' 
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Obwohl es moglich ist, Proteine an den gebrauchlichen, synthetischen Austau- 
scherharzen zu ~hromatographieren~) 5h), sind die meist verwendeten Adsorptions- 
mittel das Calciumphosphat nach T I S E L I U ~ ~ )  und gewisse Cellulosederivate. Die Tat- 
sache, dass von den zur Anwendung gelangten Ionenaustauschern die Cellulosederivate 
den gewiihnlichen Harzen vorgezogen werden, ist auf die hoheren Ausbeuten und die 
grossere Kapazitat fur Polyelektrolyte zuruckzufuhren. Die hohe Ausbeute wird 
gewohnlich dem stark hydrophilen Charakter der Cellulosederivate zugeschrieben. 
Die grosse Kapazitat ist eine Folge der Tatsache, dass die aktiven Gruppen an den 
Faseroberflachen fixiert sind, weshalb die Ionendiffusion durch eine porose Struktur 
keinen limitierenden Faktor darstellt, wie das bei den gewohnlichen Harzen der 
Fall sein kann9). 

Die auf diesem Gebiet verwendeten Cellulosederivate - ausgenommen die Oxy- 
cellulose - sind entweder Ester oder Ather. Sie sind weniger stabil als die Harze. 
Trotzdem konnen vor allem die Ather auch nach der Behandlung mit den zur Pro- 
teinchromatographie gebrauchten Methoden leicht regeneriert werden, weshalb die 
Resultate innerhalb einer betrachtlichen Zeitspanne reproduzierbar sind. 

Fur die Chromatographie von Polyelektrolyten sind einige gute Kationenaus - 
tauscher aus Cellulose hergestellt worden, die sich hauptsachlich fur die Trennung von 
basischen Peptiden und Proteinen gut bewahrt haben : Oxycellulose, Carboxymethyl- 
cellulose, phosphorylierte Cellulose6), Sulfomethyl- unci Sulfoathyl-Cellulose7). Kis 
jetzt sind aber nur wenige Anionenaustauscher bcschrieben worden : namlich DEAE- 
Cellulose6), TEAE-Cellulose7) und ECTEOLA-Ccllulose6). Anscheinend gelangcn nur 
die TEAE-Cellulose und die DEAE-Cellulose (die sich neuerdings auch fiir die Chroma- 
tographie von Polysacchariden bewahrt hatlo)) fur die Proteinchromatographie zur An- 
wendung, wahrend die ECTEOLA-Cellulose ausschliesslich fur die Nucleinsaure-Chro- 
matographie herangezogen wirdll) . Alle drei Cellulosederivate sindschwach basisch, 
da das pK’ der kationisclien Gruppen (in 0 , 5 ~  NaC1) zwischen 7,5 und 9,5 liegt. 

In1 Hinblick auf die Mannigfaltigkeit natiirlich vorkommender Proteingemisck-e, 
haben wir einige neue Cellulosederivate hergestellt, die weit ere Moglichkeiten eroffnen 
konnten. Bis jetzt haben wir zwei davon auf ihre Eignung fiir die Proteinchromato- 
graphie gepruft und ihre Eigenschaften untersucht. Es handelt sich um das Amino- 
athyl- und das Guanidinoathyl-Derivat der Cellulose. Das erste wurde nach der 
Methode von GUTHRIE~~) ,  die wir weitgehend modifizierten, hergestellt und scheint 
einige Vorteile gegenuber anderen schwachen Anionenaustauschern aufzuweisen. Das 
zweite Produkt ist, soweit wir wissen, der starkste auf Cellulosebasis hergestellte 
Anionenaustauscher. Vieles weist darauf hin, dass die neuen Austauscher mit Vorteil 
zur Chromatographie von Polyelektrolyten herangezogen werden konnen. 

9, Unterschicde in der Diffusionsgeschwindigkeit durch das Netzwerk von Harzen wurden 
vcrwendrt, um Polymere von niedermolekularen Stoffen zu trennen. Siehc z. R. 13. DEUEL, 
J .  SOLMS, I,. ~NYAS-WEISZ & G. HUBER, Helv. 34, 1849 (1951). 

lo) H. NEUKOM, H. DEUEL, W. J. HERI 8 W. KUNDIG, Helv. 43, 64 (1959). 
11) a) Desoxynucleinsaure auf ECTEOLA-Cellulose: A. BENDICH, J. R .  FRESCO, H. S. 

ROSENKRANZ & S. M. BEISER, J .  Amer. chem. Soc. 77, 3671 (1955) ; A. BENDICH, H. B. PAHL, 
G. C. KORNGOLD, H. S. ROSENKRANZ & J. K. FRESCO, ibid. ,  80, 3949 (1958) : b) Ribonuclein- 
same auf ECTEOLA-Cellulose: D. F. BRADLEY & A. RICH, ibid.  78, 5898 (1956). 

12) a) J .  D. GUTHRIE, Textile Research J .  17, 625 (1947); W. A.  REEVES & J .  D. GUTHRIE, 
ibid.  23, 522 (1953); W. -4. REEVES, 0. J.  MCMILLAN & J .  D. GUTHRIE, ibid. 23, 527 (1953). 
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Experimenteller Teil 
A. Substanzen und Methoden. - In den meisten Versuchen wurde Holzcellulose wegm 

ihrer hohen Reaktionsfahigkeit6”) verwendet. Sie wurde von der Firma BROWN & Co., X c w  
York, bezogen ( Solka-Floc SW-40-A). 

2-Aminoathylschwefelsaure (pract. FLUKA) wurde nach Behandlung der wasserigen Losung 
rnit Aktivkohle aus Athylalkohol ~mkris ta l l is ier t~~) .  

Athylbromid (purissimum) wurde von der Firma FLUKA bezogen. 0-Methyl-isoharnstoffsulfat 
wurde nach B E L L O ~ ~ )  synthetisiert. 

Analytische Methoden. Die Veraschung wurde nach SCHoNIGERI5) durchgefuhrt und tler 
Schwefel nach der Methode von  WAGNER^^) bestimmt. Die SAKAGOucHI-Reaktion wurde nach 
der Vorschrift von CERIOTTI~~)  mit 8-Hydroxychinolin ausgefuhrt. Fur die ubrigen Bestimmungen 
wahlten wir die klassischen Methoden. 

Alle analytischen Angaben uber die Cellulosederivate beziehen sich auf luftgetrocknete 
Proben. 

Titrationskurven: Zu 0,4 g Cellulosederivat werden 30 ml einer 0,5 M NaC1-Losung zugegeben 
und das pH wird mit wenigen Tropfen HC1 auf ca. 2,5 gebracht. Nachdem die Suspension wenige 
Min. gekocht und wieder auf Zimmertemperatur abgekuhlt worden ist, wird rnit 0 . 1 ~  NaOH 
am METROHM-pH-Meter (Prazisions-Potentiometer E 187, Elektrode U) titriert. 

Bestimmung der Chlorionen-Kapazitat. Eine Kolonne, die eine bekannte Menge Cellulose- 
derivat enthalt, wird in die Chloridform (siehe unten) ubergefuhrt; nach Waschen der Kolonne 
rnit Wasser werden die Chloride rnit 1 M Na,S04-Losung eluiert und dann titriert. Die auf diese 
Weise ermittelten Kapazitaten entsprachen immer denjenigen Werten, die auf Grund der 
Titrationskurve oder des Stickstoffgehaltes berechnet worden waren. 

Bestimmung der Kapazitat f u r  Proteine. Zn 50 mg Cellulosederivat in Sulfat- oder Chlorid- 
form werden 10 ml einer Ovalbuminlosung (MERCK; ca 3 mglml), welche gegen einen 0 , 0 2 ~  
TRIS/HCl-Puffer pH 7,9 dialysiert worden ist, zugcgeben. Nach zweistundigem Riihren bei 
Zimmertemperatur wird die Abnahme der optischen Dichte bei 280 mpIs) im Uberstehenden 
hestinimt. Langeres Ruhren bewirkte keine weitere signifikante Abnahme der optischen Dichte. 

Suulenchromatographie. Die Kolonne wird nach bekanntem Verfahren herge~tel l t l~)  und 
nachher in die fur die Chromatographie gewunschte Form gebracht. Wird die Acetatform ge- 
braucht, ist das Waschen mit 2~ Essigsaure odcr rnit Acetatpuffer pH 4,3 zweckdienlich. 1st 

.;d$ 
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Fig. 1. Uberfiihrung der AE-Cellulose von der OH- in die Chloridform bei neutralem PH 
in Abhangigkeit der Z e d  

Eine Kolonne von AE-Cellulose (0,44 mAq/g; totale Kapazitat der Kolonne: 0,8 mAq) in der 
OH-Form wurde wahrend unterschiedlich langer Zeit rnit neutraler 25-proz. NaC1-Losung bei 
Zimmertemperatur gewaschen. Nach einer weiteren Waschung rnit Wasser wurde das fixierte 
Chlorid mit IM Na,S04-Losung eluiert. Dieselbe Prozedur wurde fur jeden Punkt der Kurve 

wiederholt. 

l3) C. S. MARVEL, C. F. BEILEY & M. S. SPARBERG. J. Amcr. chem. SOC. 4.9, 1833 (1927). 
14) J. BELLO, Biochim. biophys. Acta 18, 448 (1955). 
15) W. SCH~NIGER, Mikrochim. Acta 7956, 869. 
16) H. WAGNER, Mikrochim. Acta 1957, 19. 
17) G. CERIOTTI & L. SPANDRIO, Biochem. J. 66, 603 (1957). 

J. G R ~ H  & M. HANAK, 2. physiol. Chem. 7.90, 169 (1930). 
In) J .  PORATH, Biochim. biophys. Acta 22, 151 (1956); B. DRAKE, analyt. chim. Acta 3, 

452 (1949); siehe auch 7c). 
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der Austauscher in der Rcetat- vder Sulfatform, cignet sich zur Riickfiihrung in die Chloridform 
cine 25-proz. NaC1-Losung. 

Die ii’berfiihrung dcr AE-Cellulose aus  dcr freicn Base (oder aOH-Form))) in die Chloridform 
durch Waschen mit NaCl bei neutrakni pH nimmt lange Zeit in Anspruch (Fig. 1). Dieser Nach- 
tail kann durch Waschen mit 0 , l ~  HCI, die ?.So;, XaCI cnthalt, vermieden wcrden. Diese Method? 
ist harmlos, \Venn man sie nicht unnotig in die Lange zieht oder zu oft wiederholt. Am besten 
cignct sich jedocli ein 0 , l w  I’ipcrazin-HC1-I’uffer pH 4,5 mit  25% NaCl”). Das Waschen wah- 
rend der 1)auer ciner Nacht gcnugt incist. I)ic fiberfiihrung dcr OH- in die Chloridform ist an 
C;E-C‘c~llulose nicht untcrsucht worden, [la das Derivat in Form dcr frcien Base instabil ist. 

Sachdem die Kolonne in dio fur die Chromatographic gcplante Ionenform ubergefuhrt war- 
den ist, ivircl sic iibcr Nacht mit dem ;\usgangspuffer bei dcr entsprcchenden Tempcratur ge- 
\vaschcn. Am Schluss muss kontrolliert \vrrden, ob das pH dcs Eluates mit  dem des .\usgangs- 
puffers uhereinstimmt. Die zu chromatographicrcndc Mischung wird gegcn denselben Pufier und 
bci dcrselbcn Temperatur uber Xacht dialysiert und ansclilicssend wahrend ca. 20 Min. bei 
22 000 g zentrifugiert. 

er Elution cntsprach die hlenge der chromatographierten Pro- 
tcine annahernd 1/10-1/15 dcr Saulenkapazitat fur l’roteine, d.h. ungcfahr 20mg Protein pro m.%q. 
tlcr Saulenkapazitat fur Chlorionen?l). 

1)cr Protcingehalt dcr clirornatograpliisclicn Fraktionen wurdc anhand der optischen Dichtc 
hei 280 mp. berechnet und, wenn notig, durch .\bzug des Nucleinsaurcgchaltes korrigiert 8 a ) .  

I k r  Flavingehalt der Fraktionen wurdc aus der Ilifferenz \-on E,,, (odcr E,,,) und E,,, berechnct 

B. Herstellung der Cellulosederivate. - I .  I’evizetzte Cellulose. Eine Liisung von 20 g 
Na0I-I in 85 in1 Wasscr wird langsam und portionen\veise zu 30 g Cellulosepulver gefiigt. Es 
niiiss standig gcriihrt wcrden, urn eine gleichm%ssige Vertcilung zu ~ r z i e l a n ? ~ ) .  Die brockligct 
Massc wird im Eisbad 30 Min. stchcngelasscn, dann werden 50 nil frisch dest. Athylcnbromid 
utitcr starkcm Ruhren langsam zugcgeljen. 1)as lieaktionsgcmisch wird 1 Std. auf 100” erhitzt, 
dann in 1 1 95-proz. Athanol gegossen und mit Essigsaurc ncutralisiert. Xach Ikkantieren wirtl 
die Cellulose mit Hilfc cines Mixers in 1 1 TITasser suspendiert, auf cinem BUCHNER-Trichtcr mit 
groswn Mengen Wasscr, Athano1 und :ither gcwaschcn und schlicsslich luftgetrocknet. Der cr- 
reichtr Vcrnetzungsgracl wurdc qualitativ durch Vcrgleich der Loslichkeit im SCHWEIZER- 
Kragens crmittc,lt. Cellulose ist darin liislicli, ~~th~~l r~nbromid-Cel lu losc  aber praktisch nicht. 

2 .  . 4minoUth~ l -Ce l luZ~~e  (.1 E-Celliilosr). Eine Mischung von 18 g kristallisicrter 2-A\mino- 
Ischwcfclsiiurc und 30 g XaOH ui rd  in 26,5 ml M’asser geliist. Die frisch zubcreitctc, nocli 
t’ Losung wird portionenwcisc u n t r r  s gem starkem KiihrenZ4) zu 10 g Cellulosepulver 
\-crnctztcr Cc~llulosc:) gegebcn und  t i n  glicli in cinen \-orcrhitzten -4utoklavcn gebrscht, 

tlcr tlann 1 Std.  auf 120” gehalten wircl. 
Sach  d\l)kiihlen wird die .\E-Ccllulost. (lurch Ijekantiercn init grossen Yolurnina \‘on 20-proz. 

Essigsaure in A4thaiio125), 0.5-proz. .\thanol, 3 h i  YaCI und Wasscr gewaschen (wahrend des 
M’aschens konnen die feinstcn uncl die grljhsteii I’artikrl \-cr\\-orfen werden). LXc XE-Cellulose wird 

2‘))  Wir \verdcn bald i i l m  die \-cr\vrndung divscs Puffers in dcr Protcinchromatographic 
b(:ricliten. 

1)iese %ah1 liezieht sich aul Chromatographien, die mit stufenweiscr Elution und hci 
neutralen oder scliwach alkalischen pH-\Vertm durchgrfuhrt wurden, und ist nur ein Leitwert. 
I;ntc,r Bedingungen, bei dciicn nur tlic xvcnigstcn der Proteine dcr Mischung atlsorbiert werden. 
inuss dicses Ycrhaltnis fiir jcdcn Fall Iwstimnit \vc.rden (wie z. 8. bcirn I’ersuch in Fig. 6 an- 
gcgelxm) . 

” 3 )  R. W. ESTARROOK, J .  bid.  Chcmistr>- 127, 1093 (1957). 
231 ljie Volumina der Keagcntien \vurden so klcin wic miiglich gehalten. Es wurdc nicht 

spt,zicll darauf gcachtet, Oxydatioii dcr alkalischcn Cr,llulosc zu vermc~itien. \Vird ein von Car- 
boxylgruppeii freies l’rodukt gewiinsclit, miissen spwicllc Vorsichtsmassnalimcn getroffcn 
wertlen. 

2 5 )  Wird die Rcaktionsmiscliurig in ncutrales A%thanol gegossen, kann das bei der Einwir- 
kung \-on hlkali auf Taurin gebildctc, L’i-odukt ausfalleii. 

Bei Vcrsuclien mit stufen 

( I? .: 10-3 = 1 1 3 8 3 ) .  

. .  .~~ 

?’) 0.  WARBURG & \j’, CHRISTI.\S, r<iC)cheIli. %. \?/o, 384 (1941). 
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in eine IColonnc cingefiillt uncl mit 1-proz. KaOH, 0 , l s  HC'I, \Yasser. .ithano1 und Acrton gewawhm 
und schliesslich luftgetrocknet. 

3 .  Guanidinouthyl-Cellulose (GE-Cellulose) . 3 g AE-Cellulose werden in minimalen Volumen 
eines 0,5 M Hydrogencarbonat/Carbonat-Puffers p H  10 (gewohnlich 2 0 1 0  ml) suspcndiert. 
Linter stetem Riihren merden ca. 0,5 g fester 0-Methylisobarnstoff pro ml Puffer zugegeben, u n d  
das pIi wird, wenn notig, zu 10 korrigiert. Die Mischung uird 4 Tagc im Kiihlrauni bei 1 4 "  
geriihrt und nachher mit vie1 Wasscr gewaschen. Die GE-Cellulose wird in die Kolonne einge- 
fullt, mit Wasser, Athano1 und Accton gewaschen und schliesslich luftgetrocknet. 

Das Produkt sollte Kinhydrin-negativ scin. Bei hoch substituierten AE-Cellulosen tri t t  dics 
manchmal jedoch erst nach einer zweiten Behandlung mit 0-Mcthylisoharnstoff cin. 

Ergebnisse und Diskussion 

1. Aminoatlzyl-Cellulose. Durch Behandlung von Tosylcellulose mit Ammoniak hat 
K A R R E R ~ ~ )  als erster primare Aminogruppen an Cellulose fisiert. Diese Aminocellu- 
lose liess sich besser einfarben, wurde aber wegen zu niedriger Substitution nicht als 
Anionenaustauscher verwendet. 

Baumwolle wurde mit khylenimindampfen umgesetztz7) ; die Wirksamkeit 
dieser Methode ist jedoch vor nicht langer Zeit in Frage gestellt wordenlzb). Es er- 
scheint als wahrscheinlich, dass der grosste Teil des ct fixierten H Athylenimins an oder 
in den Fasern polymerisiert war, so dass es weitgehend durch Kochen mit verdunnter 
Lauge oder Saure weggewaschen werden konnte. Neuerdings hat man durch Einwir- 
kung von Athylenimin auf Cellulose in Benzol bei einer Temperatur von 140-145" 
gute Substituierungsquoten erzielt2s). Einige in der Patentliteratur beschriebene 
Methoden basieren auf der Umsetzung der Cellulose mit Mon~aminoalkylhaliden~~) ; 
sie liefern jedoch sehr heterogene Produkte, da  auch in hohem Masse substituierte 
Amine auftretcn. 

GUTHI~IE hat die Fixierung von Aminogruppen an Cellulose durch Reaktion von 
2-Aminoathylschwefelsaure niit alkalischer Cellulose in Gegenwart eines Netzmittels 
erreichtlz). Das Produkt ist, soweit wir wissen, nie als Anionenaustauscher fur Saulen- 
chromatographie verwendet worden, obwohl es sich bei der Entsalzung von Protein- 
losungen30) und bei der Papierchromatographie yon A n i i n o s a u r ~ n ~ ~ )  bewahrt hat. 

Fur die Herstellung unserer AE-Cellulose haben wir die Methode von GUTHKIE 
inodifiziert. Die leicht eintretende Denaturierung der Proteine veranlasste uns, vom 
Gebrauch eines oberflachenaktiven Stoffes abzusehen. A4usserdern haben wir die 
Kondensationsbedingungen (Konzentration der Reagenzien, Iieaktionszeit etc.) 
variiert, his wir eine gute und konstantc Substituierungsquotct errcichten. 

Ein wichtiger Vorteil unserer Methode besteht darin, dass sie cine reproduzierbare 
Substituierungsquote ermoglicht. Aus eiiier grossen Anzahl von Experimenten gcht 
hervor, dass die Substituierung nach einer Behandlung der Cellulose mit alkalischer 
2-Aminoathylschwefelsaure ziemlich ltonstant 0,19-0,21 mAq/g betragt. Nach einei- 
zweiten Behandlung unter denselben Bedingunpi bestimmten wir Kapazitaten von 
0,40-0,44 mAq/g und nach einer ctritten BehandInng 0,70-0,75 mAq/g. Nach \ier 

26) 1'. KARRER 82 W. ~ ' E H R L I ,  Hclv. 9, 591 (1926). 
27) H. FINK, \Y. I<. BITTERFELD & R. S T ~ H K ,  11s. I'atriit L.097.120 (1937). 
28)  L. M. SOFF.~ & E. CARPENTER, Textile Research J. 21, 847 (1954). 
2y) Vgl. z. B. hI. HARTMANN, US. Patent 1.775.970 (1930). 
30)  C. L. HOFFPAUIR & J .  11. GUTHRIE, J .  biol. Chemistry /7S, LO7 (1949). 
31) C. S. KNIGHT, Naturc 783, 165 (19.79). 
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Behandlungen erreicht man eine Kapazitat von ca. 1,l mAq/g; dieses Produkt wird 
aber in Wasser gelartig und ist deshalb fur die Chromatographie ungeeignet. 

Niedrigere Substituierungsquoten fanden wir nach Umsetzung der Cellulose mit 
weniger konzentrierten oder einigen Stunden alten Losungen von alkalischer Amino- 
Bthylschwefelsaure. 

Als Ausgangsmaterial eignet sich auch mercerisierte Cellulose, die nach einer 
Behandlung eine durchschnittliche Kapazitat von 0,25 mAq/g aufweist. Wenn ver- 
netzte Cellulose niehreren Behandlungen unterworfen wird, erhalt man erst bei einer 
Kapazitat von 2 mAq/g ein gelartiges Produkt. 

Die Moglichkeit, den Substitutionsgrad kontrollieren zu konnen, bedeutet einen 
wichtigen Vorteil gegenuber anderen Substitutionsmethoden. Nicht nur hangt das 
physikalische Verhalten vom Substitutionsgrad ab, sondern man darf auch annehmen, 
dass der Misserfolg beim Reproduzieren von chromatographischen Resultaten mit 
verschiedenen Ansatzen von Ionenaustauschern deren unterschiedlichen Kapazitaten 
zugeschrieben werden 

Eine Erklarung fur die relativ niedrigc, aber kontrollierbare Substituierungsquotc 
liefert die Beobachtung, dass es sich bei der Bildung der AE-Cellulose urn eine Neben- 
reaktion handelt : Wenn die alkalische Losung von 2-Aminoathylschwefelsaure 
eine Stunde auf 120" erhitzt oder mehrere Stunden bei Zimmertemperatur- 
stehengelassen wird, verliert sie die Fahigkeit, die Cellulose signifikant umzusetzen. 
Es ist ein Produkt entstanden, das ninhydrinpositiv ist, elektrophoretisch gegen die 
Kathode bei pH 7,O wandert und einen Rf-U'ert von < 0,05 in Phenol-Wasser hat 
(Rf von 2-Aminoathylschwefelsaure : 0,39). Dieses Produkt ist nicht genauer unter- 
sucht worden. Seine Entstehung erklart auch, warum eine verlangerte Reaktionszeit 
nur eine geringe Erhohung der Substituierungsquote bewirkt, obwohl ein grosser 
rberschuss an 2-Aminoathylschwefelsaurc verwendet wird (siehe Fig. 2). 

0 3  

Fig 2 .Subst?tuzerungsquofe der A E-Cellulose L?a '4 bhalzgigkeit dev Heak tmi  u e i t  
he2 120" (siehe unter sMethodens) 

Die AE-Cellulosepraparate enthalten nur Spuren von Schwefel und sind nin- 
hydrinpositiv (der Farbstoff wird an die Cellulose adsorbiert). Die Nitroprussid- 
Reaktion fur primare Amine33) ergibt positive Resultate. Each Einwirkung von 
salpetriger Saure tritt Gasentwieklung auf. Auf Grund der Stickstoffwerte, wie auch 
aus der Anderung der Titrationskurve nach Behandlung mit salpetriger Saure, 
konnten wir schliessen, dass mindestens 314 der kationischen Gruppen als primare 

32) Vgl. z. B. G. M. TENRK, H. Cr. I ~ H O R A N . ~ ,  R. MARKHAM & E.H. POL, J. ;\mcr. chcm. Soc. 

33) F. FEIGL, Spot tests, Vo1. 11, 4th ed., Elsevier, Houston-Ne\v York 1954. 
80, 6223 (1958). 
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Amine vorliegen. Das gleiche Resultat ergab auch die Guanidierungsquote (siehc 
unten). Es moge hier darauf hingewiesen werden, dass die meisten gebrauchlichen 
Anionenaustauscherharze mehrere Typen funktioneller Gruppen enthalten. 

Die Titrationskurve der AE-Cellulose in 0 , 5 ~  NaCl (Fig. 3)  zeigt ein pK’ von 
9,3034). Die Neigung der Kurve zeigt, dass alle kationischen Gruppen gleiche oder 
sehr ahnliche pK-Werte haben. Die Bestimmung der Chlorionen-Kapazitat, des 
N-Gehalts und der Titrationskurve ergab immer ubereinstimmende Resultate. 

P H  

a r ..* 

. *- 

, 
0 0.5 5 0 

Fig. 3 .  Titrationskurven vun ‘1 E-Cellulose (Kapazitat I ,1 rnA4q/g) (punktiert) iznd uoiz 
einem aleerwert D von Solka-Floc SW-40-A (ausgezogene Linie) 

Wiederholtes Waschen mit neutralen, alkalischen oder verdunnten sauren Losun- 
gen reduziert weder den Stickstoffgehalt noch die Kapazitat, und es besteht eine 
Korrelation zwischen der Substituierungsquote und dem Zeitpunkt des ubergangs 
in den gelartigen Zustand des Cellulosederivates. Die Aminogruppen sind also an der 
Cellulose chemisch fixiert und nicht einfach mechanisch zuriickgehalten. 

Aus der Titrationskurve geht ausserdem hervor, dass wahrend der Reaktion 
keine oder nur wenige Carboxylgruppen gebildet werden. 

Alle zur Verfugung stehenden Daten stimmen also mit der Annahme iiberein, 
dass es sich bei der AE-Cellulose nicht um einen Ester handelt und dass deren 
kationische Gruppen hauptsachlich primare Aminogruppen sind. 

Stabilitat. Wiederholtes Waschen oder langes Stehenlassen in IN HC1 miissen bei 
der AE-Cellulose vermieden werden (ebenso wie bei anderen Cellulosederivaten), da 
dadurch die Kapazitat reduziert wird. Wiederholtes Waschen mit neutralen oder 
basischen Losungen (1% NaOH) bei Zimmertemperatur oder in der Kalte bewirkte 
jedoch keine Veranderung der Kapazitat. Ein Beispiel dazu gibt Fig. 4:  eine Saule 
von AE-Cellulose wurde wahrend drei Monaten bei Zimmertemperatur gehalten und 
fur ca. 10 Chromatographien verwendet, wobei wir sie abwechselnd in der Chlorid- 

34) Es darf hier in Erinnerung gerufen werden, dass das PI<’ der ‘4tanolainin-Aminogruppe 
9,44 ist: X. F. HALL & M. R. SPRINKLE, J. Amer. chem. SOC. 51, 3469 (193Zi. 
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form (Piperazin,'HCl-Puffer pH 4,5 4- NaCl), in der OH-form (124 NaOH) und in der 
-Acetatform (ZN Essigsaure) benutzten. Es ist offensichtlich, dass sich das chromato- 
graphische Verhalten des Riboflavo-Proteins von Huhner-Eiweiss wahrend dieser 
Zeit nicht verandert hat. Die Kapazitat der Kolonne fur Chlorid blieb ebenfalls 
konstant. Die Stabilitat der AE-Cellulose steht also derjenigen anderer substituierten 
Cellulosen nicht nach. 

q r  n 
l o -  I 

1 
0.5 1 6 i: 

25 5b 75 100 12s ml 

Fig. 4. CIzvuwiafogvuphie z'ox H iihiaev-Eiwriss 
.-I : Grgrn vincn C I , O ~ M  Sa-A4cetat-Puffer pH 4,3 dialysiertes Hiihner-Eiweiss (15 tnl) wurde an 
L,inc Iiolonrre !I \, P cmi von -1E-Cellulose (Kap. : 0,44 mAq/g) in drr  Acetatform adsorbiert. Die 
Elution wutde init gleichcn Puffern steigender IConzmtration durchgefiihrt. Molaritat dcr 
Puffer und Zritpunkt der Zugabe sind durch die Zahlcn und Pfcile am oberen Rand der Figur 
angegelxm Dir optischr Dichte bci 280 m p  (ausgezogene [ h i e )  und der Flavingehalt (unter- 
hrochenr Linlt.! hind aufgczeichnet. B :  Dasselbe Experiment, nach drei Monaten wiederholt. 
1)ie 1it.proclazicrl~arltrit cler chromatographischen Resultate \-on Flavinprotein ist daraus klar 

ersichtlich (siehe unter ( I  Stahilitat))). 

(:iiroiiu~fo~ruphische Eigenschaften. Die Kapazitaten einiger AE-Cellulosen fur 
Ovalbumin sind in Tab. 1 dargestellt. Sie ltBnnen nicht direkt mit den fur DEAE- 
Cellulose angegebenen Kapazitaten fur SerumalbuininG") verglichen werden, da  die 
verwendeten Restimmungsmethoden nicht ubereinstimmen, Aber man kann fest- 
stellen, d a s  bei ciner gegebenen Substituierungsquote nur geringe Unterschiede 
bestehen. Im untersuchten Bereich wurde eine gute Proportionalitat zwischen der 
~~ih. ; t i tnirnlng~q~iotc  und dcr Kapazitat fiir Ovalbumin festgestellt. 



Substituicrungs- 
quotem-kq/g .  . 
Kapazitat fur 
Ovaltium. mgjg 

Siibstituicrungs- 
quote mi lq /g .  . 
Kapazitat fur 
Ovalbum. mg/g 

AE-Cellulose 

(;E-Ccllulosc 

((OH-Form)) (oder besser, von der NH,-Form) in die Chloridform bei neutralem pH 
lange Zeit in Anspruch nimmt. Der ubergang bei saurem pH wird erwartungsgemass 
vie1 rasclier erreicht. Um das Waschen mit HC1 (siehe oben) zu vermeidcn, wurde ein 
Pipcrazin/HCl-Puffer verwendet (siehe ((Methoden o). Das Waschen wahrend der 
Dauer einer Nacht erwies sich meist als genugend. Es ist jedoch ratsam, die Regene- 
rationszeit fur jede Kolonne speziell zu bestimmen. 

Auch das in Fig. 5 wiedergegehene Experiment weist daraufhin, dass die Uber- 
fiihriing in die C1--Form mit der angegebenen Cellulose vollstandig oder fast voll- 
standig gewesen .ist. Es ist namlich bekannt, dass hei DEAE-Cellulose-Saulen, die 
ohne Waschen mit SBure regeneriert wurden, eine einzige Anderung dcr Clk-Ionm- 
Konzentration des eluierenden Puffers zu zwci Stufen in der C1--Konzentration des 
Eluats fuhrt, wobei in der Uhergangszone das pH vorubergehcnd alldischer ~ i r d ~ ~ ) .  
Dies muss der Bildung ciner Hydrogencarbonatzone zugeschrieben werden, wobei 
das Carbonat bei der alkalischen Waschung aufgcnommen w ~ r d e ~ ~ ) .  Es findet aher 
auch sehr wahrscheinlich die Bildung einer OH-Zone statt,  da die Umwandlung in 
die C1--Form von der OH--Form bei neutralem pH unvollstandig war (siche Fig. I ) 
und deshalb eine erhohte C1-Konzentration des eluierenden Puffers zusatzliche 
OH-Ionen von der Siiule verdrangen lionnte. Auf jeden Fall fiihrte, bei AE-Cellulose- 
Saulen, die nach der alkalischen Behandlung mit Piperazin/HCl + XaC1 gewaschen 
wurden, eine Anderung der Chloridionen-Konzentration des eluierenden Puffers niir 
zu einem einzigen Anstieg der C1--Konzentration im Eluat, und die pH-Verschiebung 
ins Alkalische war schwach und nur schnell voriihergehcnd (Fig. 5). Iliese Regene- 
rierung von Anionenaustauschern fiihrt also nicht zu -4rtefaliten \vie ctwa der iluf- 
splitterung einer rinheitlichen Komponente durch diesen Mechanismusid). 

matography 2, 536 (1959). 
35) W. BJORK lt H. G. BOYAN, Biochim. biophys. .Acts 3 J ,  503 (19.59); IT7. HJORR, J. Chro- 

0,11 0.20 0,25 0,36 0,40 0,44 0,52 0,73 

18 27 45,5 76,.5 81 96 113 178 

0,38 0,44 0,73 

71 97 136 
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Da dieser langsame cbergang von der OH- in die Chlorid-Form bei neutralem pH 
auch eine Eigenschaft der DEAE-Cellulose zu sein scheint, konnte dies moglicher- 
weise die Erklarung der in der Literatur hin und wieder erwahnten Tatsache liefern, 
dass die chromatographischen Resultate erst beim zweiten Experiment reproduzier- 

Nr dPr Froklionen 

Fig 5. Vevunderniig der Chloridko?ize,iIration nnd  des p H  des Eluates  von einei  
A E-Cellulose-Kolonne (fidp. : 0.52 niAq/g) ohne Zugabe irgendeiner Substanz 

Die Kolonne (0,83x 18 cm) wurde mit Piperazin/HCl+ NaC1, pH 4,5, von der OH--Form in die 
Cl--Form (iberfiihrt und dann mit einem 0.02 hi TRTS/HCI-Puffer 7,8 ins Gleichgcnicht gebracht 
und  mit rinem 0 , 5 ~  TRIS-HCI-Puffer pH 7,s gewaschen. Volumen der Fraktionen: ca. 1.4 ml 

3 5  

mLi flolflov/mi 

3 

2 

1 

-0 
- 

NP der Fmkhonen 

Fig. 6. Chromatographie uon  Hiihnev-Eaweiss auf A E-Cellulose 
5 nil wurden auf einer Saule (0,95x 1.6 cm) von AE-Ccllulose (liap.: 0,52 mAq/g) aufgetragen. 
Xndere Redingungen, wie untcr Fig. 1 angegebcn. Uas auf diese Wcise erhalteric Riboflal-o- 

protein (Fr. 26 und 27) erwies sich in der Ultrazentrifugc als einhcitlich 

bar sind. (Beim ersten Experiment wird die DEAE-Cellulose mit HC1 gewaschen und 
befindet sich also vollstandig in der Chloridform, wahrend bei spatern Experimenten 
die Cellulose nur noch unvollstandig, wenn auch reproduzierbar gleich stark, regene- 
riert wird.) 
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Naturlich sind bis jetzt, im Vergleich zu anderen Cellulosederivaten, an AE-Cellu- 
lose erst relativ wenig Eiweisskorper gereinigt worden. Sie hat aber in Bezug auf alle 
untersuchten Systeme ein bemerkenswertes Trennvermogen gezeigt ; wir hoffen, dass 
wir auf einige Beispielc, die in Tab. 2 zusammengestellt sind, in einer spateren Ver- 
offentlichung naher eingehen konnen. 

Tabclle 2. Reinzgung einiger Proteine auf AE-Cellulose und auf GE-Cellulose 

Protein 

Flavoprotein 
(Hiihnereiweiss) 

Amino-oxydase 
(Ochsenserum) 

Biotin-fixierende 
Eiweissfraktion 
aus Hiihnerleber 

Transamidinase 
( Schweinsnicre) 

id .  

id 

Austauscher Puffer- 
system 

Na-Acetat 
pH 4,3 

TRIS/HCl 
pH 7,5 

TRIS/HCl 
pH 7,5 

TRlS/HCl 
pH 7,74 

TRIS/HCl 

TRIS/HCl 
pH 7,5 

pH 7 S  

Elutions- 
tYP 

stufenweise 

stufenweise 

stufenweise 

s One step +) 

t one  step))5) 

stufenweise 

- 
Jnge- 
fihre 
Reini 
gung 
X 

10 -50 

4,4 

6 

3,7 

2,7 

5 

- 

Aus- 
3eutt 

Noch nicht 
veroffent- 
lichte Ver- 
suche von 

G. SEMENZA 
(Fig. 4) 
(Fig. 6) 

G. SEMENZA 

F. LEUT- 

A. GILGEN 
G. SEMENZA 

et al. 
G. SEMENZA 

et al. 
G. SEMENZA 

et al. 

HARDT & 

2. Guanidinoathyl-Cellulose. Soweit wir wissen, ist bis jetzt noch kein starker 
Anionenaustauscher auf Cellulosegrundlage hergestellt worden. 

Fur die Guanidierung der AE-Cellulose zu GE-Cellulose haben wir eine bekannte 
Keaktion gewahlt, die von anderen Autoren fur die Guanidierung von zahlreicheri 
Verbindungen verwendet worden ist. Die Guanidierung der primaren Aminogruppen 
des Cellulosederivats scheint vollstandig zu sein. Das Produkt ist Ninhydrin-negativ, 
nach Einwirkung von salpetriger Saure tritt  keine Gasentwicklung auf, und die 
SAKAGOUCHI-Reaktion ist positiv. Die Kapazitat in Bezug auf Chlorid stimmt mit 
derjenigen der entsprechenden AE-Cellulose uberein, wahrend der Stickstoffgehalt 
etwa dreimal hoher ist. Naturlich werden die wenigen nicht-primaren Aminopuppen, 
die in der ursprunglichen AE-Cellulose vorkommen, nicht guanidiert und konnen in 
der GE-Cellulose zwischen pH ca. 8,5 und 10 titriert werden. 

Die Kapazitat einiger GE-Cellulosepraparate fur Ovalbumin ist aus Tab. 1 er- 
sjchtlich : sic ist derjenigen von AE-Cellulose bei vergleichbarer Suhstituierungsquote 
ahnlich. 

Abgesehen von Verschiedenheiten der chromatographischen Eigenschaften, die 
starke Austauscher gegeniiber schwachen aufweisen, erweitert die GE-Cellulose die 
bisherige pH-Grenze in der Proteinchromatographie um mindestens 1,5 pH-Einheiten 
gegen den alkalischen Bereich. Versuchsweise wurde Cytochrom C an diesem Anionen- 
austauscher bei pH 10 chromatographiert. Beispiele bei anderen pH-Werten sind in 
Tab. I1 dargestellt. Das Trennvermogen der GE-Cellulose ist gut. 
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Der hauptsachlichste Nachteil der GE-Cellulose besteht in ihrer geringen Stabili- 
tat, was bei der Regenerierung beriicksichtigt werden muss. Zur Instabilitat gegen 
Sauren, die auch andercn Cellulosederivaten eigen ist, kommt hier diejenige der 
Guanidinogruppen gegen Basen hinau. Anch das Stehen wahrend einiger Monate bei 
Zimmertemperatur in neutraler Losung verursacht starke Veranderungen. Die 
Kolonne kann jedoch fur eine begrenzte Anzahl von Versuclien durch Behandlung 
mit konzentrierten NaCI-Losungeii so regeneriert werden, dass eine zufriedenstellende 
Reproduzierbarkeit der chromatographischen Resultate erreicht wird. Diesc cregene- 
rierte )) GE-Cellulose sollte jedoch mit Vorsicht verwendet werden, und bei einer 
Wiederholung der Chromatographie durfte der Gebrauch frischer GE-Cellulose der- 
sclben Praparation grossere Sicherheit bieten. 

Hcrrn Prof. F. LEUTH.\RDT mochtc icli fiir scin standiges Interessc an dieser Arbeit und fur 
viele wertvollc Diskussionen danken, ebenso den Herren Prof. A. TISBLIUS, Dozcnt H. G. Bora.4~ 
und Dozent J .  PORATH fiir die kritischr Ihrchsirht  des Manuskriptes und niitzliche Ratschlage. 
Frau D. M ~ N A R D  und Herr Dr. E.  JESSY w a r m  bei rinrm Teil der Rrbeit bchilflich, wofiir 
ihnan hicr gedankt sei. 

SL~>lM.lRY _. 1 wo new anion-exchangers for protein chromatography have been prepared from 
cellulose : an aminoethyl- and a guanidoethyl-cellulose. Their preparation, properties, 
and some examples of their application are reported. A cross-linked cellulose has 
also been obtained. 

Hiochemisches Institut der Universitat Zurich 

135. Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten 
in hochmolekularen, membranbildenden Diffusionsmedien I1 

\-on B .  Marzetta und F. Griin 

(20 IT,  60) 

1. Fragestellung. ~ Rei der im ersten Teil1) dieser Arbeit ausfiihrlich beschrie- 
benen Methode zur Bestimmuiig yon Diffusionskoeffizienten wird das Diffundieren 
der radioaktiv markierteii Substaiiz mit Hilfe cines Zahlrohrs verfolgt. Die Anzahl 
N ( t )  der dabei registrierten Impulse ist asyniptotisch eine lineare Funktion der Zeit t 
[I, Fig. 21. Der Zeitachsenabschnitt L der Asymptoten, die Indukt iomzei t ,  wird 
experimentell bestimmt und dei- gewchtr Diffusionskoeffizient Z I  daraus nach einer 
Formel von der Art 

berechnet [(15)-(16) in I ,  sowie (29) irn vorliegenden zweiten Teil]. Die Giite dieser 
in I verwendeten Beziehung zu diskutieren, ist das Ziel dieses zweiten Teils. 

Zu diesem Zweck leiten wir eriieut den Zusamnienhang zwischen L und D 
her, diesinal unter weniger idealisiereiitlcn Voranssetxungen als in I.  \Tir beschrei- 

n = g]L (‘1 


