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Der hauptsichlichste Nachteil der GE-Cellulose besteht in ihrer geringen Stabili-
tit, was bei der Regenerierung beriicksichtigt werden muss. Zur Instabilitit gegen
Sduren, die auch anderen Cellulosederivaten eigen ist, kommt hier diejenige der
Guanidinogruppen gegen Basen hinzu. Auch das Stehen wihrend einiger Monate bei
Zimmertemperatur in neutraler Losung verursacht starke Verdnderungen. Die
Kolonne kann jedoch fiir eine begrenzte Anzahl von Versuchen durch Behandlung
mit konzentrierten NaCl-Loésungen so regeneriert werden, dass eine zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit der chromatographischen Resultate erreicht wird. Diese «regene-
rierte» GE-Cellulose sollte jedoch mit Vorsicht verwendet werden, und bei einer
Wiederholung der Chromatographie diirfte der Gebrauch frischer GE-Cellulose der-
selben Préparation grossere Sicherheit bieten.

Herrn Prof. F. LEuTBARDT mochte ich {iir scin stindiges Interesse an dieser Arbeit und fiir
viele wertvolle Diskussionen danken, ebenso den Herren Prof. A. Tistrius, Dozent H. G. Boman
und Dozent J. PoraTH fiur die kritische Durchsicht des Manuskriptes und niitzliche Ratschlige.

Frau D. MENARD und Herr Dr. E. JENNY waren bel cinem Teil der Arbeit behilflich, wofiir
ihnen hier gedankt sei.

SUMMARY
Two 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.
Biochemisches Institut der Universitit Ziirich

135. Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten
in hochmolekularen, membranbildenden Diffusionsmedien 1I

von B. Marzetta und F. Griin

{20, IV, 60)

1. Fragestellung. — Bei der im ersten Teil!) dieser Arbeit ausfiihrlich beschrie-
benen Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten wird das Diffundieren
der radioaktiv markierten Substanz mit Hilfe eines Zahlrohrs verfolgt. Die Anzahl
N(#) der dabei registrierten Impulse ist asymptotisch eine lineare Funktion der Zeit ¢
f1, Fig. 2]. Decr Zeitachsenabschnitt 7 der Asymptoten, die Indukiionszeit, wird
experimentell bestimmt und der gesuchte Diffusionskoeffizient DD daraus nach einer
Formel von der Art D=L (1)
berechnet [(15)-(16) in I, sowie (29) im vorliegenden zweiten Teil]. Die Giite dieser
in I verwendeten Beziehung zu diskutieren, ist das Ziel dieses zweiten Teils.

Zu diesem Zweck leiten wir erncut den Zusammenhang zwischen L und D
her, diesmal unter weniger idealisierenden Voraussetzungen als in I. Wir beschrei-

1y P. HAEFELFINGER & F. GrRUN, Helv, 43, 529 (1960). Im folgenden I genannt.
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ben hier den der Methode zugrunde liegenden Diffusionsvorgang durch folgende
Gleichungen: 0%

Oc

o T o @)
€=ty (x=0, t>0), (3)

0 0
a0+/30‘j+'y5;:0 (x=d, t>0), (4)
c=0 0<x=d, t=0), (5)

wobei in den Bezeichnungen von I
Co = kM/R Cr (6)
n= =0, f=0D=0, y=-2_ =0 (7)

Ragpa Faria

ist. Dieser Ansatz ist allgemeiner und gibt die Verhiltnisse besser wieder als der in I,
da dort an Stelle der Randbedingung (4) vereinfachend

c=0 (x=4d, t>0) (8)

gesetzt ist. (8) wird in I, 4 damit begriindet, dass fiir dic verwendeten Substanzen
c(d, t) < ¢(0, t) ist.

Wie dndert sich nun (1), wenn (8) durch (4) ersetzt wird ?

2. Berechnung der Induktionszeit. — (2), (3) und (5) wurden bereits in I be-
griindet. Zur neuen Randbedingung (4) gelangen wir durch folgende Uberlegung.
Aus dem Aussenraum A [I, Fig. 1] wird die Substanz S einerseits in der Konzen-
tration ¢ 4(f) mit der Volumenstrémungsgeschwindigkeit 1 entfernt, und andererseits
diffundiert S aus dem Reservoir R durch die Membran M mit dem Querschnitt  in
den Raum A hinein. Fir die Summe dieser Stréme gilt, wenn D die Diffusionskon-
stante von S in M und @ das Volumen von A4 ist,

, 0 0
AchfQD,o; :czs,g;! (x=d, t>0). (9)

Wie in I sctzen wir noch voraus, dass an der Stelle x = d beziiglich S Gleichgewicht
herrsche: ¢ =l 4 (x = d, t>0). (10)

Dann ergibt sich die Randbedingung (4) durch Elimination von ¢, aus (9) und (10)
unter Berticksichtigung von (7).
Zur Berechnung von L bilden wir wie in I, 2. 2

N =A / /.c(x, 1) p(x) dx dt (11)
mlt 00
P(x) = e—rd-, (12)

Doch werden wir hier nicht wie in I mit einem expliziten Ausdruck fiir ¢(x, ¢) arbeiten,
sondern, dhnlich wie in einer fritheren Arbeit?), nur die Gleichungen (2)—(5) verwenden

%) F. GrUN & B. MarzETTa, Helv. physica Acta 32, 339 (1959).
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und ausniitzen, dass c{x, ¢) fiir £ - oo stationidr wird. Wie man z. B. der LAPLACE-
Transformierten von c¢(x, {) ansieht?), gilt, wenn wir noch zur Abkiirzung
B
= av g (13)
einfithren,

ol ) = o[y (L—m) (1= )] o) (o0) (14)

dabei konvergiert o(1) fiir £ - oo gleichmdssig in ¥ nach 0.
Wir entwickeln c(x, £) an der Stelle x = 4 und brechen nach dem zweiten Gliede ab:

a

clx, t) =cld, t) — (d — %) c(d, t) + /1(5 —x) (& ) dE. (15)

Hieraus erhalten wir fiir das zeitliche Integral

t

Cle ) = [or, 1) dz (16)

wegen (2) und (5)

i
i P
Clx, t)y =Cld, 1) — (d —x) C(d, {) + 5—/ (& —x) c(&, 1) dE. (17
Hier setzen wir im Integranden fiir ¢ den Ausdruck aus (14) ein; dies gibt
Clx,t) =Cld, t) — (d—x) C,d, t) +
(18)

2 ,
co &

N2 3
T [377 (ué) ERY ) (1»3) } Fo(l) (t— o). [
Um C(d, t) und C (d, #) zu eliminieren, ziehen wir die beiden folgenden Gleichungen
heran:
cot = Cld, t) — AC,(d, &) + 20 20+ 1) +o(1)  (t—>00), (19)

= Cldt)+ BCMd, ) +ynce+ o) .(t—>o0). (20)

(19) geht aus (18) hervor, indem man hier x = 0 setzt, und (20) folgt aus der Rand-
bedingung (4) durch Integration nach £ und unter Beriicksichtigung von (5) und (14).
Dem System (18)—(20) entnehmen wir nun

Clx, §) = A(x) t — B(x) -+ o(1) (t — o0) (21)
mit
AE =co|n+a=n (1= )], @2
ot

B — 2o len+|nra—n(1-7)| -

~3n(1- ;{)1 (1 —n (1~ IR ES

[+4

(23)

3) R.Courant & D. HirpERT, Methoden der mathematischen Physik 11, Berlin 1937,
S. 210.
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Nach der Definition der Induktionszeit L erhalten wir aus (11) nach Vertauschung
der Integrationen und mit Riicksicht auf (16) und (21)

[ B(x) p(x) dx
L= " (24)

Setzen wir hier noch @, 4 und B gemiss (12), (22) und (23) ein, so gelangen wir
schliesslich zur gesuchten Beziehung zwischen L und D:

d2
L- 5 F+LF, (25)
mit

_1t2Zn  nGet(-nGy
Fli‘ 6 nG+(1—-n) G’ (26)
_ _y . Gom G 7
Fy=n (=) o0 e, (27)

— ud

G, = Gud) = D [ wrar (p=0,1,2,3). (28)

G, findet man als leichte Modifikation der unvollstindigen Gammafunktion in Tafel-
werken?).
Im Spezialfall (8) der Randbedingung (4) ist f/a = y/a = 0, und damit nach (13)
auch 5 = 0. Mit diesen Werten folgt aus (25)
_odr g1 erd-lopd = (ud)*]2 - (nd)¥6
= (6' (ued)? (e#d— 1~ pa) ) 2
Dies ist (1) in ausfithrlicher Schreibweise und stimmt mit (15)-(16) aus I iiberein.

3. Diskussion. — Zunichst bemerken wir, dass (25) fir die Auswertung der in
I mitgeteilten Versuche zu

L=%“F (30)
D
vereinfacht werden darf. Denn einerseits gilt dort fiir die Versuchsparameter
0= pla =0V < 10%s, L >10%s, (31)
und andererseits ist, wie man aus (27) und (28) leicht entnimmt,
0=F,<1 ((0=n=1; 0= ud<o0). (32)
Aus (31) und (32) folgt aber
0= 2F,<10-1L, (33)
und dies bedeutet, dass der zweite Summand in (25) ohne weiteres vernachiissigt
werden kann.

Wir kénnen uns daher darauf beschrinken, die Funktion F; = F,(ud, 1) zu
diskutieren. Thre Abhingigkeit von ud ist Lier 1 fiir einige spezielle Werte von # gra-

4) E. Jannke & F. EmpE, Funktionentafeln, Leipzig 1938.
pzig
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phisch dargestellt. Fiir die Differenz
AF, = F\(ud, 1)) — Fy(ud, 0) (34)
entnimmt man der Figur die Abschitzung
g=AF, =T 0=y =15 0 = pd < oo). (35)

Zum Beweise dieser Ungleichungen bildet man AF; nach (26) und rechnet auf Grund
der Definitionen (28) nach, dass 0 =< GGy — GGy = G,2/6 fiir alle ud = 0 gilt.

Jetzt kénnen wir leicht angeben, wie gross der Fehler wird, wenn man D nach
(30) berechnet, dabei aber # durch O ersetzt. Fiir den absoluten Fehler AD erhilt
man aus (30) und (35)

d? - d?
0 <£AD = o AZ'1§—3—L 7. (36)
. / e
g4 /
£ 43 wlb
T 02 7=01
e _ =00
o]
g b 7 5 20
—ud
Beriicksichtigt man hier, dass nach (13) und (7)
QDky,,
= (;4’4 (37)
ist, so folgt aus (36) fiir den relativen Fehler
) dk
0 < AD < Q MlA ) (38)

- D T 3VL
Damit ldsst sich die in 1 gestellte Frage vollstindig beantworten:
Berechnet man D wie in I nach der Formel (29) statt nach (25), gilt dabei wie in I

Q=10cm? T7=23-10%cm3/s, d/L <3-10-%cm/s, (39)
und ist
kygg < 30109, (40)

so betrdgt nach (38) der relative Fehler hochstens 19%,. Da die durch die iibrigen
Ungenauigkeiten der Methode verursachten Fehler mindestens ebenso gross sind,
ist die 1n I vorgenommenc Vereinfachung gerechtfertigt.

Diese Mitteilung gehort zu einem vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG

DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG subventionierten Forschungsprojekt; wir danken auch
hier fiir die uns gewdhrten Mittel.



Volumen xrii1, Fasciculus 1v (1960) — No. 135-136 1073

SUMMARY
In a diffusion experiment a radioactively tagged substance diffuses into and
through a membrane and is observed with a G. M. counter. The time lag L associated
with the approach to the steady counting rate is calculated. Although the diffusion
problem has rather general boundary conditions, L is obtained in a simple way by
making appropriate use of the easily available asymptotic solution of the problem
without having to resort to the explicit solution.

Physikalisch-chemische Anstalt der Universitit Basel
und Polymer Department, The WEI1zZMANN Institute of Science, Rehovoth

136. Resolution von DL-p-Bromphenylalanin
von R.Schwyzer und E. Surbeck-Wegmann1)
(20. 1V. 60)

Fiir verschiedene synthetische Zwecke benétigten wir gréssere Mengen von p- und
L-p-Bromphenylalanin. Die Herstellung dieser Antipoden ist bisher nicht beschrieben
worden ; im Folgenden mé&chten wir einen relativ einfachen und ergiebigen Weg zu
deren Herstellung angeben.

Da in Vorversuchen?) enzymatische Methoden zur Trennung (p-Aminosiure-
oxydase3) — welche nur sehr langsam einwirkt und iiberdies den D-Antipoden zerstért —,
sowie partielle Synthese des Acetyl-L-p-bromphenylalanin-p-toluidids?) und -phenyl-
hydrazids®) mit Papain analog den entsprechenden Reaktionen mit pL-Phenylalanin)
versagt hatten, wurden chemische Methoden versucht. Am besten bewihrte sich die
Trennung der Aminosiure-ester mittels Dibenzoyl-p- und -L-weinséure.

Ausgehend vom leicht zuginglichen prL-p-Bromphenylalanin (I)%) wurden dessen
Athylester 11%) und Methylester ITa dargestellt. Diese wurden — analog der Vorschrift
von LANGENBECK & HERBsT fiir die Resolution von pr-Phenylalanin?) — mit der
halben molaren Menge von Dibenzoyl-p-weinsiure umgesetzt (siehe Formelschema),
worauf die neutralen Dibenzoyl-D-tartrate der Ester des p-p-Bromphenylalanins
(ITT bzw. IIIa) als schwerldsliche Diastereomere anfielen und durch Kristallisation
aus Athanol gereinigt werden konnten. Die Behandlung der in der Mutterlauge ver-
bliebenen Dibenzoyl-p-tartrate (enthaltend viel IV und IVa und wenig IIT und IIIa)
mit Salzsiure lieferte Ester-hydrochloride, welche noch ca. 309, Racemat enthielten,
sich aber nicht (wie im Falle des Phenylalanins®) durch Kristallisation auf reine

1) Teil der Diplomarbeit von Frau E. SURBECK-WEGMANN, phil. Fakultat IT der Universitit
Zirich, 1958.

2) Niedergelegt in der erwidhnten Diplomarbeit?).

8) J. R. Parikn, J. P. GREENSTEIN, M. Winitz & S. M. BIrNBaUM, J. Amer. chem. Soc. 80,
953 (1958).

4y C. NiEMaNN & H. T. Huang, J. Amer. chem. Soc. 73, 475 (1951).

5) C. NieMaNN & L. BENETT, J. Amer. chem. Soc. 72, 1798 (1950).
8) A. DorNOW & G. WINTER, Chem. Ber. 84, 307 (1951).

) W. LANGENBECK & O. HerssT, Chem. Ber. §6, 1524 (1953).

) G. Losse & H. JescHKEIT, Chem. Ber. 90, 1275 (1957).
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