Volumen 47, Fasciculus 3 (1964) — No. 94 849

94, Verteilung von markierten Molekeln in Kristallsuspensionen als
analytisch und préparativ ausnutzbare Methode der Tracerchemie:

Untersuchungen mit *C-markierten Aminosiuren
von C. H. Schneider
(24. 1. 64)

1. Einleitung

Eine frithere Mitteilung [1]1) beschrieb das Verteilungsverhalten von radioaktiv
markierten Leucinpriparaten, welche sich in Tracerquantititen in der Lésungsphase
von gut geriihrten alkoholischen Kristallsuspensionen von L-, br- und D-Leucin be-
fanden. Es wurde gezeigt, dass die radioaktiven Molekeln aus der Lsung bis auf einen
praktisch konstanten Rest in die kristalline Phase iibergingen, vorausgesetzt, dass
diese in hinreichender Menge zugesetzt war und die Fihigkeit besass die radioaktiven
Molekeln aufzunehmen. Kristalline L- und p-Leucinphasen nahmen nur geldstes
Leucin der gleichen optischen Konfiguration auf, wiahrend kristallines DL-Leucin so-
wohl L- wie D-Leucinmolekeln aus der Lésung aufnahm. Die damit aufgezeigte Mog-
lichkeit, Tracersubstanzen in derartigen Kristallsuspensionen zu verteilen und durch
Ausnutzung der Stereospezifitit des Verteilungsvorganges optische Isomere von-
einander zu unterscheiden, ist analytisch wie auch priparativ von Interesse.

Eine elegante priparative Anwendung der stereospezifischen Verteilung ergibt
sich bei der Umwandlung einer markierten racemischen Substanz in ein Priparat, in
dem das eine markierte optische Isomere abgetrennt und durch nicht markiertes
Isomere ersetzt wird. Zur Gewinnung eines derartigen Priparates wiirde es geniigen
das markierte Racemat in einem geeigneten Loésungsmittel mit nicht markierten
Kristallen des im Schlusspriparat unerwiinschten markierten optischen Isomeres zu
rithren und durch mehrmalige Erneuerung der kristallinen Phase dafiir zu sorgen,
dass die Abtrennung des nicht erwiinschten markierten Isomeres aus der Lésung voll-
stdndig wird. Das Verhiltnis von nicht markiertem zu markiertem Isomeren im umge-
wandelten Priparat richtet sich nach dem Grad der Sittigung der zu Beginn herge-
stellten Losung des racemischen Tracers. Die analytische Bedeutung geht iiber die
quantitative Erfassung der markierten optischen Isomeren hinaus und erstreckt sich
auch auf die Anwendung von geeigneten Kristallsuspensionen zu Homogenitits- und
Identitdtspriifungen von beliebigen Tracersubstanzen.

Experimentelle Befunde dieser Arbeit lassen erwarten, dass sich eine grosse Zahl
von Kristallsuspensionen organischer Verbindungen zum Studium des Verteilungs-
verhaltens von markierten Molekeln eignen werden. Daher beansprucht das einfache
Verfahren zur Untersuchung dieses Verhaltens in geeigneten Kristallsuspensionen,
welches hier kurz als Kristallsuspensionsanalyse bezeichnet sei, ein allgemeines
Interesse in der Analyse organischer Tracersubstanzen. Die vorliegende Arbeit wurde
unternommen, um vermehrt Einblick in die Natur der Kristallsuspensionsverteilung
zu erhalten und weitere kristallsuspensionsanalytische Systeme kennenzulernen. Es

1) Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, Scite 864.
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wird iiber eingehendere Untersuchungen an Leucin- und Tyrosinsystemen sowie iiber
Verteilungsversuche mit den “C-markierten Aminosduren r-Isoleucin, r-Valin, L-
Alanin, r-Serin, L-Methionin, L-Asparaginsiure und L-Glutaminsidure berichtet.

2. Material und Methoden

Nicht markierte Aminosduren: Es wurden Praparate von MANN RESEARCH LLABORATORIES,
New York, (beste Qualititen) verwendet. L-Tyrosin purissimum wurde von FLUKA A.G., Buchs
bezogen. Alle Aminosduren wurden nach DUNN & RoOCKLAND [2] umkristallisiert?). Man achtete
darauf die L- und D-Formen der verschiedenen Aminosiuren unter gleichen Bedingungen zu
kristallisieren. ¢«Zerriebene» Kristallpraparate wurden durch Zerreiben in einem Porzellanmérser
hergestellt.

Mavkievte Aminosduren: Die folgenden 4C-markierten Aminosiuren mit verschiedenen
spezifischen Aktivititen wurden von NEwW ENGLAND NucLeaR CoRPORATION, Boston, bezogen:
L-Leucin-1-{1C} (25 mC/Millimol); [14C}-L-Tyrosin (369 mC/Millimol); [**C]-L-Isoleucin (246 mC/
Millimol); L-Valin-1-[1C] (5,7 mC/Millimol) ; [1*C]-L-Alanin (123 mC/Millimol); [XC]-L-Serin (123
mC/Millimol); r-Methionin-methyl-[14C] (14,5 mC/Millimol}; [“C]-L-Asparaginsiure (164 mC/
Millimol) ; [(14C]-L-Glutaminsiure (205 mC/Millimol).

Durchfiihrung dev Verteilungsversuche: Das gewiinschte Volumen L8sungsmittel (meist 15 oder
20 ml) wurde in einen verschliessbaren Zylinder von 2,5-3 cm Durchmesser gebracht, worauf die
UC-markierte Aminosaure in Losung (meist << 0,05 ml) unter Rithren mittels Magnetriihrer hinzu-
pipettiert wurde. Die Losung, welche in der Regel 0,1-0,15 uC/ml an Radioaktivitit enthielt,
wurde dann kurz weitergeriihrt, bevor ihr Proben zur Bestimmung ihrer Radioaktivitit entnom-
men wurden, Auf die Probecntnahme folgte unmittelbar der Zusatz des Kristallpriparates. In
gewissen Experimenten wurde zuerst die Kristallsuspension hergestellt und kurz (z.B. 15 Min.)
gertiihrt, bevor dic Tracerlésung hinzugefiigt wurde. Dicses als « Vorriihren» bezeichnete Vorgehen
wurde gelegentlich zur Verdnderung der kristallsuspensionsanalytischen Qualitit von zerriebenen
Kristallpriparaten verwendet. Das Ldsungsmittel soll das Kristallmaterial nur sehr wenig 13sen,
so dass wohl Tracerquantititen darin gelost sein kénnen, die Konzentration der von den Fest-
korpern stammenden Molekeln aber stets klein bleibt. Die stroboskopisch ermittelte Geschwindig-
keit des Magnetriihrers betrug ~ wo nichts anderes vermerkt ist — zwischen 400 und 600 Umdrehun-
gen/Minute. Die Riihrmagnete trugen eine zylindrische Polyvinylchloridumhiillung von 1 c¢cm bis
1,5 cm Linge und 0,6 cm Durchmesser. Die Versuche wurden teils bei 20° teils bei 0° vorgenom-
men; bei ersteren stand das Riihrgefiss in einem Wasserbad; bei tiefer Temperatur wurde in einer
Kiihltruhe mit einer Lufttemperatur von 0° gearbeitet, wobei das Riihrgefiss in einem Sandbad
von 0° (Temperatur kontrolliert) stand. Bei einzelnen Versuchen bei 20° wurde das Riihren durch
konstantes Rollen der Versuchsgefisse auf einer Rollmaschine in einem Raum mit einer konstanten
Temperatur von 20° ersetzt. Zur Ermittlung der in Lésung vorhandenen Radioaktivitit wurde
ungefahr 0,3 ml Kristallsuspension bei anndhernd der Versuchstemperatur in einem verschlossenen
Gefass scharf zentrifugiert und vom klaren Uberstand eine 0,1 ml Probe mittels Mikropipette in
ein Szintillationszdhlglas mit Szintillatorgemisch iibergefiihrt.

Bestimmung der Radioaktivitdt: Die Zahlung der #C-markierten Aminosduren erfolgte in
einem Tri-Carb-Szintillationsspektrometer. Losungsproben (in der Regel 0,1 ml) wurden zu 15 ml
einer Mischung von Dioxan-m-Xylol (2:1) gegeben, welche 75 mg 2, 5-Diphenyloxazol, 0,75 mg
1,4-[Bis-2-(5-phenyloxazolyl)]-benzol und 1,2 g Naphtalin enthielt. Diese Szintillationsmischung
wurde vor der Zahlung wiahrend einer definierten Zeit (in der Regel 2 bis 4 Std.) in der Kiihitruhe
des Tri-Carb-Spektrometers aufbewahrt. Die Zahlausbeute betrug um 709,. In einigen Versuchen
wurden die L3sungsproben eingedampft, nach KALBERER-RUTSCHMANN in getrocknetem Zustand
in Sauerstoff verbrannt und das radioaktive CO, in einem Toluolszintillationssystem gemessen [3].
Die Radioaktivitit der unter Abschnitt 4.3 aufgefiihrten Extrakte von Aminosiurebodenkdrpern
wurde wie folgt bestimmt: beim Leucin wurden 5 ml jeder Fraktion zu 10 ml einer Mischung von
Dioxan-m-Xylol (1:1) gegeben, welche 75 mg 2, 5-Diphenyloxazol, 0,75 mg 1,4-[Bis-2-(5-phenyl-

) Kristallisationsbedingungen gemass [2], Tabelle II, Seite 343; wo nur die pL-Aminosiure auf-
gefiihrt ist, wurden angendhert die hierfiir beschriebenen Bedingungen angewandt. Bei Leucin
wurde cine Alkoholendkonzentration von 909, verwendet.
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oxazolyl)-benzol und 1,2 g Naphtalin enthielt, und das resultierende Gemisch wurde im Szintilla-
tionsspektrometer gezihlt; beim Tyrosin wurden 5 ml jeder Fraktion unter einer Infrarotlampe
eingetrocknet und nach KALBERER-RUTSCHMANN [3] analysiert.

3. Kristallsuspensionsanalytische Priifung der Homogenitit markierter
Aminosiduren., — Markiertes Leucin und Tyrosin, welche man auch zu anderem
Zweck verwendete, wurden meist in 50-4C-Mengen zu verschiedenen Zeiten bezogen.
Die Homogenitdt einiger dieser Priparate, sowie des verwendeten Isoleucins wurde
zur Zeit ihrer Verwendung in kristallsuspensionsanalytischen Verteilungsversuchen
gepriift.

Je 20 ml Lésung der radicaktiven Aminosiure in 96-proz. Athanol (Tyrosin in Wasser), welche
etwa 2 - 105 cpm/ml an Radioaktivitit enthielt, wurde mit 1 g der entsprechenden kristallinen,
zerriebenen Aminosdure solange (mehrere Std.) geriihrt, bis die Radioaktivitit der Losung nicht
mehr abnahm. Dann gewann man die klare Losung durch Zentrifugation, mass ihr Volumen und
rithrte erneut bis zur Konstanz der gel6sten Radioaktivitdt mit frischer kristalliner Aminosdure,
welche im gleichen Verhéltnis wie beim ersten Mal zugesctzt wurde. Das Verfahren wurde ein
drittes und nétigenfalls ein viertes Mal wiederholt, bis die Radioaktivitit der Lésung nicht mehr
messbar gesenkt werden konnte. Dic in Losung verbleibende Restaktivitidt betrug bei den unter-
suchten Leucin- und Tyrosinpriaparaten zwischen 3%, und 109, der Gesamtaktivitit und 5%, bei
Isoleucin. Mit Riicksicht auf den spiter zu beschreibenden Spezifititsverlust von zerriebenen
Kristallpriaparaten sind die so erhaltenen Werte als minimal anzusehen,

4. Untersuchungen an Leucin- und Tyrosinsystemen

4.1. Verteilungsversuche. Die Figuren 1 und 2 zeigen das Verhalten von gel6stem
(1Cl-L-Leucin und [MC]-L-Tyrosin in Kristallsuspensionen aus D- und L-Leucin-
kristallpraparaten bzw. aus D~ und L-Tyrosinkristallpriparaten wahrend mehrstiindi-
gen Riihrens oder Rollens bei 20°. In Suspensionen von D-Leucin- und p-Tyrosin-
kristallen wird keine Aktivititsabnahme in Losung gefunden, wihrend alle L-Kristall-
priaparate Radioaktivitit aus der Losung aufnehmen. Die Stereospezifitit des Ver-
teilungsvorganges, der in Leucinsuspensionen bei + 4° gefunden wurde [1], besteht
also auch bei 20° und zwar nicht nur beim Leucin, sondern auch bei den Kristallen von
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Fig. 1. Verteilung von [M2C]-L-Leucin in L- und D-Leucinkyistallsuspensionen bei 20°
Die Suspensionen von je 1,0 g Kristallen in 20 ml 96-proz. Athanol enthielten 1,5-2 - 105 cpm/ml
(= 100%) an geloster Radioaktivitdt vor Beginn jeder Verteilung. A—A D-Leucin, unzerrieben,
Suspension geriihrt; e—e (A) L-Leucin, unzerrieben, Suspension bei 12 Umdrehungen/Minute
gerollt; 0—0O r-Leucin, unzerrieben, Suspension gerithrt; (0—0 (B) L-Leucin, zerrieben, Suspen-
sion bei 12 Umdrehungen/Minute gerollt; B—m L-Leucin (0,6 g), zerrieben, Suspension (12 ml)
geriihrt
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optisch aktivem Tyrosin. Die Radioaktivititsaufnahme ist bei zerriebenen L-Kristal-
len gegeniiber den nicht zerriebenen Kristallen stark beschleunigt und zwar auch dann,
wenn die dussere Bewegung der Kristallsuspension wie im Rollversuch mit zerriebe-
nem Leucin (Kurve B, Fig. 1) sehr gering ist. Eine Betrachtung der Kurvenpaare A
und B in Fig. 1 und A’ und B’ in Fig. 2 zeigt, dass zerriebene und nicht zerriebene
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Fig. 2. Verteilung von [MC]-L-Tyrosin in L- und D-Tyrosinkristallsuspensionen bei 20°
Die Suspensionen von je 750 mg Kristallen in 15 ml Wasser enthielten 1,7-2,2+105 cpm/ml
(= 100%,) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. o—A D-Tyrosin, unzerrieben,
Suspension gerithrt; e—e (A) L-Tyrosin, unzerrieben, Suspension bei 12 Umdrehungen/Minute
gerollt; 0—0 (A’} L-Tyrosin, unzerricben, Suspension gerithrt; O—0O L-Tyrosin, zerrieben,
Suspension bei 128 Umdrehungen/Minute gerollt; m—m (B’) L-Tyrosin, zerrieben, Suspension
geriihrt

Kristalle sich in der Geschwindigkeit der Radioaktivitdtsaufnahme unter vergleich-
baren Bedingungen so stark unterscheiden kénnen, dass praktisch die gesamte aufzu-
nehmende Radioaktivitit in die zerriebenen Kristalle tibergegangen ist, bevor eine
nennenswerte Ubertragung von Radioaktivitit in die unzerriebenen Kristalle stattge-
funden hat.

4.2. Ausnutzungsgrad kristalliner Prdparationen. Unter dem Ausnutzungsgrad N
einer kristallinen Phase im Zeitpunkt ¢ wihrend eines Verteilungsversuches ver-
stehen wir den Bruchteil A/A4, der kristallinen Phase, innerhalb dessen Grenzen die in
den Festkorper aufgenommenen radioaktiven Molekeln homogen verteilt sein miissten,
um diesem Anteil die in der Lésung zu eben diesem Zeitpunkt bestehende spezifische
Aktivitit zu verleihen. Der Ausnutzungsgrad der kristallinen Phase strebt in einem
Verteilungsversuch von Null gegen den theoretischen Maximalwert von Eins im End-
gleichgewicht, welches durch die homogene Verteilung der radioaktiven Molekeln in
Losung und gesamtem Festkorper und durch gleiche spezifische Aktivititen beider
Phasen gekennzeichnet ist. Er ldsst sich aus der Bezichung 4*/4 = a*/a, fiir jeden
in Losung verbleibenden Anteil der Gesamtradioaktivitit ermitteln:

N j

Hierbei bedeuten 4* und a* radioaktiv markierte austauschbare Mengen im Fest-
korper bzw. in Losung; A, und 4, bezeichnen Totalmengen (markiert und nicht
markiert) der festen Phase bzw. des Geldsten und 4 bedeutet eine Menge kristalliner
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Phase, die mit der Losung im Gleichgewicht steht und somit bei homogener Verteilung
der in der festen Phase vorhandenen Molekeln die gleiche spezifische Aktivitit auf-
weist wie die Losung. Bei der praktischen Auswertung der Beziehung ist zu beriick-
sichtigen, dass die ins System gebrachte Radioaktivititsmenge o' neben der gesamten
austauschbaren Aktivitit g eine nicht in die feste Phase aufnehmbare Restaktivitiit ¢
der fliissigen Phase enthalten kann, so dass die in der Losung beobachtbare Radio-
aktivitit » um den Betrag 7 grésser ist als », die austauschbare Aktivitit in Lésung.

Es wird dann: a g .
N = 2. _9.__,“. 2)

A, 7' -1

Awusntitzungsgrad von Leucin- und Tyrosinpriparaten in Verteilungsexperimenten

Kristallpraparate Bewegung der Zeitdauer N9,
Kristallsuspensionen Std.
L-Tyrosinnadeln Rithren ~ 500 U/min 158 5,9
L-Tyrosinnadeln Riihren ~ 500 U/min ~ 350 7,3
L-Tyrosin zerrieben I Rollen 108 U/min 2 5,7
L-Tyrosin zerrieben 11 Riihren ~ 500 U/min 46 13,9
L-Tyrosin zerrieben III Riihren ~ 500 U/min 135 6,6
L-Leucinkristalle Rithren ~ 500 U/min 30 37
L-Leucin zerrieben I Riihren ~ 500 U/min 3 41
L-Leucin zerrieben IT Rithren ~ 500 U/min 10 32

Die Tabelle enthilt die Ausnutzungsgrade einiger L-Leucin- und r-Tyrosin-Priparate,
welche in verschiedenen Verteilungsversuchen einen ziemlich konstanten Radio-
aktivitidtsgehalt erreichten. Die Ausnutzung der L-Tyrosinpriparate schwankte
zwischen 59, und 14%,, und diejenige der L-Leucinpriparate zwischen 309, und 409,.
Fiihrt man in die frither fiir ein Verteilungssystem im Endgleichgewicht abgeleitete
Gleichung [1]3)
¥ — . %
Agfag+ 17
den Austauschgrad N, zu einem beliebigen Zeitpunkt

L o A%

N, = 4y ar(p)’

welcher fiir eine gegebene Kristallpraparation experimentell zu ermitteln ist, ein, so

erhilt man die Bezichung 3), welche fiir ein gegebenes Verhiltnis A4,/a, und bei

Kenntnis des von der Kristallpriparation zu einem beliebigen Zeitpunkt erreichten

Ausnutzungsgrad den in L&sung verbleibenden Anteil der austauschbaren radioakti-

ven Substanz in diesem Zeitpunkt (a,*/«) angibt:
at 1

P AN 3)
Beziehung 3} kann praktisch zur Ermittlung von Restaktivititen benutzt werden.

4.3. Fraktionierte Extrakiion von radioaktiven Bodenkirpern. Einige der in den
Verteilungsversuchen verwendeten Tyrosin- und Leucinkristallpriparate wurden
zum Schluss isoliert und bei konstanter Temperatur (20°) mit aufeinanderfolgenden

%) Mit « wird die Totalmenge der austauschbaren markierten Substanz bezeichnet.
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Portionen Losungsmittel extrahiert, wobei die Radioaktivitit und der Abdampf-
riickstand (Aminosduregehalt) jeder Fraktion ermittelt wurden. Die bei zwei L-
Tyrosinbodenkérpern erhaltenen Ergebnisse sind in Figur 3 dargestellt.

Aufgeloste Aminosaure in % der Totalmenge
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Fig. 3. Fraktionierte Extraktion von L-Tyrosinbodenkirpern
Priparat I (206 mg), total aufgeldst nach 8 Extraktionen mit je 50 ml Wasser. Praparat 11 (160 mg),
total aufgeldst nach 9 Extraktionen mit je 40 ml Wasser. Siehe Text.
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Fig. 4. Fraktionierte Extraktion von L-Leucinbodenkorpern
Praparat I (200 mg), total aufgeldst nach 10 Extraktionen mit je 50 ml 96-proz. Athanol. Pri-
parat 1T (200 mg), total aufgeldst nach 9 Extraktionen mit je 50 ml 96-proz. Athanol. Siehe Text

Préparat I entstammte einem nadeligen L-Tyrosin (0,75 g), welches in 15 ml Wasser mit 2 uC
gelostem [MCI-L-Tyrosin 48 Std. bei 20° gerithrt worden war. Am Schluss befanden sich 80%, der
Radioaktivitdt im Festkoérper. Priparat 11 entstammte einem nadeligen L-Tyrosin, welches in
einem gleichen Versuch 350 Std. geriihrt worden war und 929, der Radioaktivitit aufgenommen
hatte. In beiden Praparaten waren die radioaktiven Molekeln derart angeordnet, dass sie in allen
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Fraktionen enthalten waren. Priparat I entliess die Hauptmenge der Radioaktivitit (79%) und
379, seiner Masse in die drei ersten Fraktionen. Eine gleiche, hier nicht dargestellte Verteilung
wurde iibrigens von einem zerriebenen L-Tyrosin (0,75 g) géwonnen, das in einem zylindrischen
Gefdss in 15 ml Wasser mit 2 uC geléstem [¥C]-L-Tyrosin 77 Std. bei 20° mit 12 Umdrehungen/
Minute gerollt worden war und dabei 899, der Radioaktivitit aufgenommen hatte. L-Tyrosin II
entliess 429, seiner Masse, aber nur 549, der Radioaktivitit in die drei ersten Fraktionen. Die
Radioaktivitdtsverteilung in den Fraktionen erscheint im Vergleich zu der mit Priparat I er-
haltenen abgeflacht.

Die entsprechenden Ergebnisse sind fiir zwei L-Leucinbodenkérper in Fig. 4
dargestellt. -

L-I;eucin I entstammte einem Bodenkérper (1,0 g), der in 20 mil 96-proz. Athanol mit 2 uC
gelostem [14C)-L-Leucin 40 Std. bei 20° geriihrt worden war. Am Schluss befanden sich wie schon
nach 16-stiindiger Riihrdauer 949%, der Radioaktivitit im Festkérper. Das Priparat entliess 889,
seiner Radioaktivitit und 289, seiner Masse in die ersten drei Fraktionen. Die restliche Radioakti-
vitit befand sich in den iibrigen Fraktionen mit Ausnahme. der beiden letzten (9 und 10), welche
praktisch inaktiv waren. Eine &hnliche, hier nicht aufgefithrte Verteilung lieferte ein zerriebenes
L-Leucin (1,0'g), das in 20 ml 96-proz.. Athanol mit 3 uC geldstem [14C]-L-Leucin bei 20° 7 Std. bis
zur Aufnahme von 919%, der Radioaktivitit geriihrt worden war. r-Leucin II stammte von einem
L-Leucinpriparat (1,0 g), welches in 20 ml 96-proz. Athanol mit 2 uC geléstem [*4C]-L-Leucin
ungefahr 350 Std. bei 20° geriihrt worden war. Priparat II lieferte 319, seiner Masse, aber nur
559, seiner Radioaktivitit in die ersten drei Fraktionen. Die Radioaktivititsverteilung in den
Fraktionen erscheint gegeniiber der von Priparat I gelieferten stark verflacht.

Die Extrakte der zerriebenen bzw. nicht zerriebenen nadeligen Tyrosinboden-
korper und der zerriebenen bzw. nicht zerriebenen Léucinbodenkérper, welche fiir
einige Stunden oder wenige Tage in Kristallsuspensionsexperimenten eingesetzt waren,
zeigten eine dhnliche Radioaktivititsverteilung. Auch die Verflachung der Verteilung,
welche in Bodenkérpern nach vieltdgiger Rithrdauer gefunden wurde, ist dem Tyrosin
und Leucin gemeinsam. Die Tatsache, dass ein Drittel der Kristallphase aufgelost
werden muss, damit der Grossteil der aufgenommenen Radioaktivitit extrahiert ist,
zusammen mit dem Befund, dass auch die meisten spiteren Fraktionen Radioaktivi-
tit enthielten, deutet auf ein allgemeines und tiefes Eindringen der markierten
Molekeln in die Kristallphase. Die Verflachung der Radioaktivitdtsverteilung in den
Extrakten der vieltédgig geriihrten Bodenkdrper legt ihrerseits Zeugnis ab, iiber das
fortgesetzte Eindringen der markierten Molekeln in die Kristallkrper. Sie scheint in
erster Linie aber ein direkter Hinweis auf fortgesetzte Umkristallisationsvorginge im
Festkorper unter den Bedingungen der Kristallsuspensionsexperimente, welche ge-
maiss réntgenographischem Befund (vgl. Abschnitt 4.5) zu keinen Kristallstruktur-
umwandlungen Anlass geben. Ob hierbei auch Diffusionsvorginge im Festkérper von
Bedeutung sind, ist eine offene Frage.

4.4. Mikroskopische Untersuchungen. Im Lichtmikroskop beobachtete man an
Leucin- und an Tyrosinkristallen auffillige Verinderungen nach dem Einsatz in
Verteilungsversuchen (s. Fig. 5-8). Die L-Tyrosinnadeln zerfallen in relativ kurze
Stiicke, an welche kleinste Bruchstiicke angelagert sind, und die r-Leucinkristalle
weisen nach dem Gebrauch mehrheitlich abgerundete Begrenzungen und ebenfalls
angelagerte kleinste Bruchstiicke auf. Eine Zerteilung von L-Tyrosinnadeln wurde
nicht nur nach starkem Riihren sondern auch nach langsamem Rollen (12 Um-
drehungen/Minute) von Kristallsuspensionen in zylindrischen Gefissen beobachtet.
Unter diesen Bedingungen verteilt sich gelostes [1#CJ]-L-Tyrosin immer noch langsam
zwischen die beiden Phasen der Kristallsuspension (vgl. Fig. 2, Kurve A).
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Fig. 5. L-Leucinpriparat vor Gebrauch zu Fig. 6. L-Leucinpriparat nach zweitigigem
Verteilungsversuchen {150 X ) Riihven in Kristallsuspension (1 g in 20 ml
96-proz. Athano!) bei 20°. Rithrgeschwindigkeit:
500 Umdrehungen/Minute; 150 x

Fig. 7. v-Tyrosinpriparvat vor Gebrauch zu Fig. 8. L-Tyrosinpriparat nach viertigigem
Verteilungsversuchen (160 x ) Riihven in Kristallsuspension (1 g in 20 ml
Wasser) bei 20°. Rithrgeschwindigkeit:
~ 500 Umdrehungen/Minute; 160 x

4.5. Rontgenographische Untersuchungen wurden an L-Leucin- und r-Tyrosin-
kristallen vor und nach den Verteilungsexperimenten durch Pulveraufnahmen auf
einer vierfach-Guinier-Kamera (Fa. Nonius, Delft) mittels Cu K,-Strahlung ge-
macht. Unbehandelte L-Leucinkristalle (zerriebene und nicht zerriebene) und unzer-
riebenes L-Leucin, welches in Suspension (1,0 g in 20 ml 96-proz. Athanol mit 2 uC
[*4C]-L-Leucin) 40 Std. bei 20° mit 500 Umdrehungen/Minute gerithrt worden war,
zeigten keinen Unterschied in der Struktur. Ebenfalls identisch waren die Strukturen
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von L-Tyrosinnadeln (zerrieben und unzerrieben) und von unzerriebenem L-Tyrosin,
welches in Suspension (0,75 g in 15 ml Wasser mit 2 uC [¥C]-L-Tyrosin) ungefahr
350 Std. bei 20° mit 500 Umdrehungen/Minute geriihrt worden war. Die Verteilung
der Radioaktivitit war in beiden Versuchen erwartungsgemass. Die beobachteten
Verteilungen kommen demnach ohne Phasenumwandlung des Bodenkérpers zu-
stande.

4.6. Zur kristallsuspensionsanalytischen Spezifitdt des Leucins. [1*C]-L-Leucin bzw.
[*4C}-L-Isoleucin wurden in identischen Kristallsuspensionen von L-Leucin verteilt.
Es zeigte sich, dass auch [24C]-L-Isoleucin von den r-Leucinkristallen aufgenommen
wird, wenn auch betrichtlich weniger rasch, als ["*C)-L-Leucin. Fig. 9 zeigt die Ab-

Radioaktivitat in Losung (%)

2 4 6 8 10 MnZ10xS5q.

Fig. 9. Verteilung von [MC]-L-Leucin und [MC]-L-Isoleucin in L-Leucinkvistallsuspensionen bei 20°

Die Suspensionen von je 1,0 g r-Leucinkristallen in 20 ml 96-proz. Athanol enthielten 1,1 - 103

cpm/ml (= 1009%) an gelostem [**C]-L-Leucin oder 1,3 - 10% cpm/ml (= 100%) an gelostem [MC}-

L-Isoleucin vor Beginn jeder Verteilung. Riihrgeschwindigkeit: 400 Umdrehungen/Minute.

O—0O [MC]-L-Isoleucin und 0—0 [#C]-L-Leucin in Suspensionen aus zerriebenem Leucin, Zeit-

skala in Minuten. M—m@ [C]-r-Isoleucin und e—e [MC]-L-Leucin in Suspensionen aus nicht
zerriebenem Leucin, Zeitskala in 10 x Std.

Radioaktivitat in Losung (%)

1 2 3 4 5 6 7 Std.

Fig. 10. Verteilung verschiedener MCl-L-Aminosiuren in L-Leucinkvistallsuspensionen bei 20°

Die Suspensionen enthielten 15 ml 96-proz. Athanol und 750 mg zerriebenes L-Leucin, welches

wihrend 15 Min. vorgeriihrt wurde. Riihrgeschwindigkeit: ~ 500 Umdrehungen/Minute. Die ge-

l6ste Radioaktivitit zu Beginn jedes Verteilungsexperimentes (= 1009%) ist fiir jede Kurve

angegeben: 0—0O [MC]-L-Leucin, 6-10% cpm/ml; e—e [“C]-L-Methionin, 1-10° cpm/ml;

©0—o0 [14CJ-L-Alanin, 1-10% cpm/ml; e—e [¥C]-L-Valin, 2,5-10% cpm/ml; eo—e [*C]-L-Serin,
1,5 - 105 cpm/ml; e—e [14C]-L-Tyrosin, 2 - 10° cpm/ml
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nahme der gelosten Radioaktivitdt in Suspensionen aus zerriebenem L-Leucin sowie
ein entsprechendes Kurvenpaar, das in Suspensionen aus nicht zerriebenem r-Leucin
erhalten wurde. Suspensionen von bL-Leucin nahmen [14C]-L-Isoleucin ebenfalls lang-
samer als [14C]-L-Leucin auf. In L-Isoleucinsuspensionen andererseits war kein sicherer
Unterschied in der Aufnahme von [4C]-L-Isoleucin und [**C]-L-Leucin festzustellen.
Wie Fig. 10 zeigt, nehmen L-Leucinkristalle auch noch folgende weitere Aminosduren
auf: [¥C]-L-Serin, [%C]-L-Methionin, [C]-L-Valin und [¥C]-L-Tyrosin. [MC]-L-
Methionin wird auffallend rasch eingebaut. Dagegen werden [14C]-L-Tyrosin und
[MC]-L-Serin nur sehr langsam aufgenommen. Die {ibrigen Aufnahmegeschwindig-
keiten sind dhnlich wie diejenigen des hier nicht besonders aufgefithrten [14C}-L-Iso-
leucins.
5. Untersuchungen an weiteren Aminosiuren

Die Stereospezifitdt des Verteilungsvorganges, die in Leucin- und Tyrosinsuspen-
sionen gefunden wurde, konnte mit der gleichen Technik ebenfalls in Suspensionen
optisch aktiver Kristalle von Isoleucin, Valin, Asparaginsiure, Glutaminsdure und
Methionin beobachtet werden. Wihrend in den r-Kristallsuspensionen die geldste
Radioaktivitdt der markierten L-Aminosdure auf einen kleinen, praktisch konstanten
Rest sank, blieb sie in den p-Kristallsuspensionen in der Losungsphase. Die Riihrver-
suche mit jeder markierten Aminosiure wurden nacheinander unter gleichen Bedin-
gungen, mit dem gleichen Rithrmagnet und dem gleichen Riithrgefdss durchgefiihrt
(s. Fig. 11-15).

100%0 A JLDundll;:_r S

(%)

[« o]
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Fig. 11. Verteilung von [**C]-L-Isoleucin in L- und D-Isoleucinkristalisuspensionen bei 20°
Die Suspensionen von je 750 mg Kristallen in 15 ml 96-proz. Athanol enthielten 1,5 + 105 cpm/ml
(= 100%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. O~ (C) D-Isoleucin, zer-
rieben (Zeitskala in Std.}); A—a (E) p-Isoleucin, nicht zerrieben (Zeitskala in Std.); 0—0 (D)
p-Isoleucin, zerrieben und 15 Min. im Lsungsmittel vorgeriihrt (Zeitskala in Min.). e—e (F):
Nach Abschluss von Versuch D wurden 3 ml der Losungsphase mit einer 15 Min. vorgefithrten
Suspension von 200 mg zerriebenem L-Leucin in 2 ml Athanol versetzt und 60 Min. geriihrt

Eine Beobachtung allgemeiner Natur betrifft den partiellen Verlust der kristall-
suspensionsanalytischen Spezifitdt, der beim Zerreiben der Kristallpraparate auftritt.
Es zeigte sich, dass bei Verwendung von zerriebenen p-Priparaten zu Beginn ein
rascher, begrenzter Aktivitdtsabfall in der Lsung der markierten L-Aminosiure ein-
tritt. Dieser Abfall betrug etwa 79, im Falle des Isoleucins und erreichte 159, bei
Asparaginsiure und Methionin. Eine nachtrigliche Uberpriifung bei Tyrosin ergab
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Fig. 12. Verteilung von [MCJ-L-Valin in L- und D-Valinkristallsuspensionen ber 20°
Die Suspensionen von je 1,0 g Kristallen in 15 ml 96-proz. Athanol enthielten 2 - 105 cpm/ml
(= 100%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. e—e 1-Valin, zerrieben und
wihrend 15 Min. vorgerithrt; @—m 1-Valin, nicht zerrieben; 3—0O D-Valin, zerrieben, 15 Min.
vorgeriihrt
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Fig. 13. Verteilung von [MCl-L-Asparaginsiure in L- und D-Aspavaginsdurekvistallsuspensionen
bet 20°
Die Suspensionen von je 750 mg Kristallen in 15 ml 50-proz. Athanol enthielten ~ 1,3 -10%
cpm/ml (= 1009,) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. s—e 1-Asparagin-
siure, zerrieben; W—m L-Asparaginsiure, nicht zerrieben; 03— (C) p-Asparaginsiure, zerrieben;
O~— O (D) p-Asparaginsaure, zerrieben, 15 Min. vorgeriihrt

einen unspezifischen Abfall in der Grissenordnung von 59%,. Eine Reduktion des Ef-
fektes lisst sich erreichen durch eine Vorbehandlung der zerriebenen Kristalle in der
Weise, dass die Kristallpriparate vor Beginn des Verteilungsexperimentes kurz
(z.B. 15 Min.) mit dem Lésungsmittel gerithrt werden. Beispiele fiir die Wirkung die-
ser Behandlung finden sich bei den Isoleucin-, Asparaginsiure- und Methioninver-
suchen (Kurven C und D der Figuren 11, 13 und 15). Kein messbarer Aktivitdtsabfall
ist dagegen zu erwarten, wenn unzerriebene Kristalle verwendet werden, wie sich zum
Beispiel aus den Versuchen mit p-Isoleucinsuspensionen (Kurve E, Fig. 11) schliessen
lasst.

Alanin und Serin ergaben ein abweichendes Bild, indem bei 20° ebenso wie bei 0°
die markierten L-Aminosiduremolekeln aus der Losungsphase der Kristallsuspensionen
sowohl in die L- als auch in die D-Aminos4urekristalle {iberfiithrt wurden. Die markier-
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Fig. 14. Verteilung von [\ C]-L-Glutaminsdure in L- und D-Glutaminsdurekristallsuspensionen bei 20°
Die Suspensionen von je 750 mg Kristallen in 15 ml 50-proz. Athanol enthielten ~ 8 - 10* cpm/m!
(= 100%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. 8—& L-Glutaminsiure, nicht
zerrieben; e-—e L-Glutaminsiure, zerrieben; 0O—0O D-Glutaminsiure, zerrieben, 15 Min. vor-

geriihrt
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Fig. 15. Verteilung von [MCl-L-Methionin in L- und D-Methioninkristallsuspensionen bei 20°
Die Suspensionen von je 1,0 g Kristallen in 15 ml 96-proz. Athanol enthielten ~ 1,2 - 10% cpm/ml
(= 1009%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. e—e L-Methionin, zerrieben;
Bm—m L-Methionin, nicht zerrieben; 0—xO (C) p-Methionin, zerrieben; e—e (D) 10 ml 96-proz.

Athanol, 750 mg p-Mecthionin zerrieben, 15 Min. vorgeriihrt

ten Molekeln wurden rascher in die Kristalle mit der gleichen optischen Konfiguration
eingebaut, als in die Kristalle der Antipoden (s. Fig. 16 und 17). Der Unterschied der
Ubergangsgeschwindigkeiten ist bei Alanin betrichtlich, bei Serin dagegen recht
gering.

6. Diskussion

Die kristallsuspensionsanalytische Verteilung von markierten Molekeln zwischen
Losung und Kiristallphase ist nur verstindlich, wenn man einen intensiven Stoff-
transport zwischen Lésung und Festkorper annimmt. Da die Lésung an Material der
Kristallphase gesittigt ist, muss dieser Transport ausgeglichen sein, d.h. in jedem
Zeitintervall miissen ebenso viele Molekeln aus der Losung in die Kristallphase einge-
baut werden wie aus der Kristallphase in die Losung iibertreten.
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Fig. 16. Verteilung von [UC]-L-A lanin in L- und D-Alaninkvistallsuspensionen
Die Suspensionen von je 1,0 g zerriebenen Kristallen, welche 15 Min. vorgeriihrt wurden, in 15 ml
96-proz. Athanol enthielten 9 - 104 cpm/ml (= 100%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder
Verteilung. e—e r-Alanin, 20°; 0—0 p-Alanin, 20°; A—A D-Alanin, 0°
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Fig. 17. Verteilung von [MCJ-L-Sevin in L- und D-Sevinkvistallsuspensionen
Die Suspensionen von je 750 mg Kristallen in 15 ml 96-proz. Athanol enthielten 1 + 105 cpm/ml
(= 100%) an geloster Radioaktivitit vor Beginn jeder Verteilung. e-——e L-Serin, zerrieben, 20°;
E—HN 1-Serin, nicht zerrieben, 20°; 0—0 D-Serin, zerricben, 20°; A—A D-Secrin, zerrieben, 0°

An einem Stoffaustausch zwischen Festkdérper und Lésung kénnen verschieden-
artige Vorginge beteiligt sein (s. z.B. die Zusammenstellung bei Buser [4]). Hierzu
gehéren Oberflichenaustausch, Austausch im Gitter, Austausch an Aktivstellen,
Kristallphasenumwandlung und Umkristallisation ohne Umwandlung. In den
Kiristallsuspensionen, welche mit unzerriebenen Kristallen hergestellt wurden, sind
die beobachteten Verteilungen zunichst nicht ohne weiteres verstindlich. Dass ein
Stoffaustausch zwischen Lésung und Festkérper dank einer Kristallphasenumwand-
lung von einer polymorphen Form in eine andere zustande kime, wird bei den 1-
Leucin- und L-Tyrosinsystemen durch die rdntgenographischen Resultate ausge-
schlossen. Auch ein Oberflichenaustausch kénnte bei den unzerriebenen Kristallen
kein geniigendes Ausmass annehmen, da deren spezifische Oberfliche hierfiir viel zu
klein ist. Wenn auf der anderen Seite in Suspensionen von zerriebenen Kristallen, die
somit eine grosse Zahl von Kristallbruchstiicken enthalten, die Verteilungen relativ
rasch vor sich gehen, so miissen diese Bruchstiicke fiir den intensiven Stoffaustausch
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zwischen Loésung und Festkorper verantwortlich sein. Die Tatsache, dass in Kristall-
suspensionen von zerriebenem Tyrosin oder Leucin die Radioaktivititsaufnahme der
festen Phase in einer Zeitspanne praktisch beendet ist, in welcher noch kein nennens-
werter Ubergang von Radioaktivitit in die unzerriebenen Kristalle von vergleich-
baren Systemen stattgefunden hat, erlaubt den Schluss, dass bei einer erfolgreichen
Tracerverteilung keine weiteren Prozesse, als die mit Kristallbruchstiicken gekoppel-
ten, mitzuwirken brauchen. Da in Suspensionen aus unzerriebenen Kristallen bei dem
benutzten Riihr- oder Rollverfahren eine grosse Zahl von kleinen und kleinsten Bruch-
stiicken entsteht, ist anzunehmen, dass dieser Vorgang beim Zustandekommen der
kristallsuspensionsanalytischen Verteilung in derartigen Suspensionen von entschei-
dender Bedeutung ist.

Zu den Austauschprozessen, welche an das Vorhandensein von Bruchstiicken in
den Kristallsuspensionen gebunden sind, zéhlen Umkristallisationen ohne Struktur-
umwandlung, d.h. Auflése- und Abscheidungsvorginge, die auf Grund verschiedener
Loslichkeit verschieden grosser Partikel zustande kommen, ferner das «Ausheilen » der
Unregelmassigkeiten und der durch mechanische Einwirkung verletzten Oberfliche
der einzelnen Kristallbruchstiicke, welches wiederum mit Auflésung und Abscheidung
verbunden ist, und weiter der Oberflichenaustausch.

Um den Beitrag des Oberflichenaustausches am Gesamtaustausch abschitzen zu
kénnen, haben wir die spezifische Oberfliche eines zerriebenen 1-Leucins und eines
zerriebenen L-Tyrosins bestimmt4). Beim Leucin betrug sie 4,5 m?/g, beim Tyrosin
5,9 m?/g. Berechnet man den Flichenbedarf pro Molekel (0,) aus Molekulargewicht
(M), Kristalldichte () und AvoGaDRO scher Zahl (Z) gemiss O, = (M [dZ)?/3, so erhilt
man fiir Leucin 3,2 - 10-1% ¢m? und fiir Tyrosin 3,5 - 1015 ¢cm2, Durch Division der
Kristalloberfliche pro Gramm durch den Flichenbedarf pro Molekel erhidlt man die
Anzahl Molekeln, die die dusserste Molekelschicht der Oberfliche von 1 g Kristall-
pulver besetzen. Beim Leucinpriparat sind dies 1,4 - 10'® Molekeln, also 3 mg Sub-
stanz, beim Tyrosinprdparat 1,7 - 10!® Molekeln, somit 5 mg Substanz. Nimmt man
an, dass bei einer kristallsuspensionsanalytischen Verteilung allein die #dusserste
Molekelschicht der Kristalloberfliche sich mit der Lésung ins Austauschgleichge-
wicht setzt, so wire der Ausnutzungsgrad des Leucinpriparates 0,3%,, derjenige des
Tyrosinpriparates 0,5%,. Da der Oberflichenaustausch nur einige wenige Molekel-
schichten erfassen kann, sind die maximalen Ausnutzungsgrade, die sich aus dem
blossen Oberflichenaustausch ergeben, hochstens kleine Vielfache dieser Werte. Nun
sind die experimentell beobachteten Ausnutzungsgrade bei Tyrosin etwa 10mal, bei
Leucin etwa 100mal grosser. Demnach ist der Oberflichenaustausch bei Tyrosin-
bruchstticken wohl von Bedeutung, bei Leucinbruchstiicken trigt er dagegen nur
unwesentlich zum Gesamtaustausch bei. Die Auflése- und Abscheidungsvorginge,
so weit sie durch «Ausheilen» unregelmissiger Oberflichen oder durch die Léslich-
keitsunterschiede bei verschieden grossen Teilchen bedingt sind, scheinen also beim
Leucin — weniger beim Tyrosin — eine wichtige Rolle zu spielen.

4) Die Grosse der Oberfliche wurde am Institut fiir anorganische, analytische und physikalische
Chemie der Universitit Bern nach der BRUNAUER-EMMETT-TELLER-Methode durch Adsorption
von N, bestimmt. Herrn Prof. W. FEITKNECHT danke ich fiir die Anregung zu dieser erginzen-
den Untersuchung.
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Die Verteilungsversuche mit verschiedenen Aminosiuren haben gezeigt, dass der
Verteilungsvorgang in Kristallsuspensionen bei einer ganzen Reihe von Aminosiuren
vollstdndig stereospezifisch ist. Diese vollstindige kristallsuspensionsanalytische
Spezifitit ldsst sich analytisch zu quantitativen Bestimmungen ausnutzen. Zur
Charakterisierung der optischen Aktivitit eines Leucintracers beispielsweise geniigt es
den Tracer einmal in L- und einmal in D-Leucinkristallsuspension zu riihren und die
erhaltenen Radioaktivitdtsabnahmen der Lésungen miteinander zu vergleichen, um
eine méssige bis starke Racemisierung feststellen zu kénnen. Zur Erfassung kleiner
Mengen des einen optischen Isomeres des Tracers, beispielsweise der p-Form in
einem L-Priparat, wiirde man zuerst das L-Isomere durch Riihren mit mehrfach er-
neuerter nicht markierter L-Kristallphase véllig entfernen und dann das in Losung
tibrigbleibende radioaktive Material in D-Kristallsuspension mit nétigenfalls mehr-
fach erneuerter Kristallphase auf seinen Gehalt an radioaktiver p-Form priifen. Die
wichtigsten Begrenzungen zur genauen Erfassung kleinster Mengen der p-Form wiir-
den bei diesem Verfahren gegeben sein durch die Genauigkeit der Radioaktivitits-
messung und durch radioaktive Verunreinigungen des Tracerpriparates, welche von
der L-Phase unvollstindig weggenommen und zusammen mit dem D-Isomeren in die
D-Kristallphase aufgenommen werden kénnten.

Der vollstandigen kristallsuspensionsanalytischen Spezifitit steht gegeniiber eine
unspezifische, durch die relative Geschwindigkeit des Vorganges charakterisierbare
Aufnahme markierter L-Molekeln in die entsprechenden p-Kristalle bei Alanin und
Serin und einer Anzahl markierter L-Aminosiuremolekeln in die Kristalle von r-
Leucin. Der Einbau der verschiedenen markierten L-Aminosiuren in die kristalline
Phase von L-Leucinsuspensionen zeigt, dass zum Teil betréichtliche Unterschiede in
den Aufnahmegeschwindigkeiten erwartet werden konnen. Das Experiment weist
daher auch hin auf eine Beziehung zwischen der Struktur von dhnlichen markierten
Molekeln in Lésung und der Geschwindigkeit des Ubergangs dieser Molekeln in eine
geeignete Kristallphase.

Die Priifung der Identitit oder Nichtidentitidt zweier markierter Verbindungen
mittels Kristallsuspensionsanalyse wird sich unabhingig von der Art der kristall-
suspensionsanalytischen Spezifitdt mit geeigneten Kristallphasen durchfiihren lassen.
Nichtidentitit zweier Tracersubstanzen ergibt sich sofort aus der verschiedenen Ein-
baugeschwindigkeit der Tracer in eine geeignete Kristallphase. Zum Nachweis der
Identitét zweier markierter Verbindungen wird man in mehreren Kristallsuspensionen
das gleiche Verteilungsverhalten und die gleiche Einbaugeschwindigkeit in die kri-
stalline Phase feststellen miissen. Hierbei wird man Kristallphasen verwenden, die
~ abgesehen vom Isotopengehalt — aus dem gleichen Material bestehen wie die Tracer,
ferner Kristalle, welche aus den Tracern strukturell nahestehenden Molekeln aufge-
baut sind, und von denen einige Sorten die markierten Molekeln aufnehmen kénnen,
andere dagegen nicht.

Wie weit sich Kristalle hohermolekularer Stoffe in bezug auf kristallsuspensions-
analytische Spezifitit und Einbaugeschwindigkeit mit den hier untersuchten Syste-
men vergleichen lassen, bleibt zu priifen. Es ist daher eine offene Frage, ob sich das
kristallsuspensionsanalytische Verfahren beispielsweise bei Identitits- oder Nicht-
identitdtspriifungen radioaktiv gemachter Proteine bewihren kann.
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Ausgefiihrt mit Mitteln des ScHWEIZ. NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LICHEN ForscHUNG (KAW-Projekt Nr. 142). Ich danke Herrn Prof. Dr. H. AEs1 fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit. Die rontgenographischen Untersuchungen und die mikrophotographischen
Aufnahmen verdanke ich dem Institut fiir anorganische, analytische und physikalische Chemie
der Universitit Bern; Herrn Dr. H. R. OswaLp danke ich fiir die hierbei geleistete Mitarbeit.
Friulein U. MoskeR danke ich fiur gewissenhafte Mithilfe bei den Versuchen.

SUMMARY

The partition between solution and solid phase of several 14C-labeled amino acids
initially present in tracer amounts in the solution phase of stirred suspensions of
crystalline amino acids was studied. The partitions examined were stereospecific
since the labeled r-amino acid molecules were readily taken up from the solution
phase by the corresponding L-crystals whereas the isomeric D-crystals incorporated
the labeled L-molecules at a reduced rate (as exemplified by alanine and serine) or did
not incorporate labeled L-molecules at all. If a sufficiently large excess of crystalline
phase as compared to the amount of solute is employed and if incorporation takes
place the radioactivity in solution decreases to a small and practically constant
fraction of its initial value. The incorporation of various labeled L-amino acids into a
crystalline L-leucine phase was also studied. The rate of uptake was characteristic for
each amino acid. The partition experiments can be performed easily and may be used
for analytical and preparative purposes. From studies of leucine and tyrosine systems
it is concluded that the partitions observed depend on dissolution and crystallisation
processes coupled with crystal fragments which are present or formed during the
stirring in the crystal suspension.

Medizinisch-chemisches Institut
der Universitdt Bern
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