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EINLEITUNG 

Die Einftihrung der Papierchromatographie am Ende des zweiten Weltkrieges 
bedeutete einen enormen Fortschritt bei der Untersuchung niedermolekularer Stoffe. 
Jedoch erweckten die damals hier in Mitteleuropa vorhandenen Schwierigkeiten bei 
der Beschaffung geeigneter Papiere und Ltisungsmittel, die langen Versuchszeiten 
und die schwer erkennbaren Zusammenhange zwischen XI;~ Wert und chemischer 
Konstitution den Wunsch nach einem Verfahren, das diese Nachteile vermeidet und 
eine einigermassen vergleichbare Trennwirkung aufweist. 

Die von WIELAND UND FISCI-1~~1~7,130 neuentdeckte Papierelektrophorese-als 
eigentlicher Erfinder gilt, wenn man von elektrokapillaranalytischen Verfahrenal 
absieht, PAUL K~~NIG~~~~~ -schien sich daftir zu eignen. Bei dieser Methode werden 
die verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten von Substanzen im elektrischen 
Feld zu ihrer Trennung ausgeniitzt. Ein Streifen Filtrierpapier dient dabei als Trsger 
ftir das leitende Lijsungsmittel und clas Substanzgemisch.das durch den Einfluss des 
angelegten elektrischen Feldes in die einzelnen Komponenten zerteilt wird. Dieses 
Verfahren war sehr einfach und elegant. lMit einer Spannungsquelle, Elektroden, 
Filtrierpapier und zwei Glasplatten konnte man Stoffmengen von wenigen Mikro- 
gramm untersuchen. Bei derartigen Anordnungen dauerten aber die Versuche, mehrere 
Stunden bis Tage, da man nur mit Spannungsgefallen von etwa Z-IO V/cm arbeiten 
konnte; such war die TrennschZrfe fur niedermolekulare Stoffe oft unbefriedigend. 
Beide Eigenschaften hgngen, wie .folgender vereinfachende Gedanke zeigt’O, eng 
zusammen: hat man 55.13. auf einem Fleck von 0.5 cm Durchmesser zwei Substanzen 
aufgetragen und vergrossert sich dieser wahrend der Versuchsdauer von 0.5 auf 
I cm, so muss man die Substanzen mindestens I cm weit auseinanderziehen, urn eine 
Auftrennung erkennen zu ktinnen. HSlt man nun die Versuchsdauer so kurz, dass 
keine Vergriisserung der Flecken eintritt, so gentigt der halbe Weg oder man bekommt 
auf der gleichen Trennstrecke eine doppelt so gute Auftrennung. Da eine Vergrdsserung 
der Flecken im genannten Aus,mass bei niedermolekularen Stoffen schon innerhalb 
von z Stunden eintreten kannsu, ist eine Verbesserung der Trennscharfe nur bei 
deutlicher Steigerung cler Wanderungsgeschwindigkeit ZLI erwarten. Nach dieser 
Uberlegung mtisste also eine drastische Erhtihung des Spannungsgefalles die ge- 
wtinschte Verbesserung des Aufliisungsvermijgens mit sich bringen. Erhijht man aber 
bei der Elektrophorese das Spannungsgefalle, so steigt die Wanderungsgeschwindig- 
keit linear, die entwickelte Joulesche W&me wachst aber mit dem Quadrat. Eine 
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mijglichst gute Ableitung dieser W&me ist deshalb eine unerl%issliche Voraussetzung 
fiir Versuche mit hijheren Spannungsgef3llen. Die damals iiblichen Gergte fiir Papier- 
elektrophorese waren naturgemgss diesen Anforderungen nicht gewachsen und such 
der Ausweg, die Pufferltonzentration und damit die Stromst%irke und die Joule&he 
Wgrme zu vermindern, ist nur in Ausnahmefgllen gangbar2”- 84j100. Auch die Apparatur 
von BERR.AZ~~, von cler behauptet wurde 22*78, dass sie eine gewisse lihnlichkeit mit der 
in Fig. I und z dargestellten Apparatur besgsse, w&ire mangels jeder Kiihlvorrichtung 
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l?ig. 2. 1. .Filtricrpapierstrci fen. 2. Organisches Ldsungsmittel. 3. GlasgefSss. 4. Mit Zellulosepulvcr 
vcrclicktcr Puffer. 5. Elektroclc (Ag/AgCl). G. Klammer. 

vijllig ungeeignet gewesen. Am besten schien, sic11 noch fiir das Arbeiten bei hohen 
SpannungsgefMen die Apparatur von CREMER UND TISELIUS zu eignen26. Hier wird 
der Filtrierpapierstreifen zwischen Glasplatten eingebettet und in ein Chlorbenzolbad 
versenkt. Das garantierte wohl eine ausgezeichnete Kiihlung, gab aber bei nieder- 
molekularen Stoffen hgufig verwaschene Diagramme. 

.In d&r Folge wurde dann vom Verfasser eine Anordnung beschrieben, die den 
. . I 

Anforderungkn einigermassen gerecht wird uncl Spannungsgefglle his etwa 50 V/cm 
gestattete7D. Fiir Untersuchungen, die bei diesem oder hijheren Spannungsgef5llen 
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durchgefi.ihrt wurclen, prggten WESTPHAL und Mit. den Namen “Hochvoltelektro- 
phorese” 130. Diesc Bczeichnung, die physikalisch nicht genauer umrissen werden 
kann uncl ~011, hat sich allgemein durchgesetzt und wird such im Folgenden verwendet 
werden. 

Seit dieser Zeit ist eine ganze Reihe von Apparaten entwickelt worden. Es gibt 
such eine ganze Anzahl von Mtiglichkeiten der Ki.ihlung@*, bevorzugt werden aber 
zur Zeit nur zwei Systeme: Apparaturen mit fliissigen und Apparaturen mit festen 
W~rmeausttiuschern. 

A++arate nzit fldissigen TlT/‘iinlaeazcstausc~ey?~ 2G,G1,~2,fl~,79,2~,102,104,10~,115,118,122,12~ 

Solche Apparate lassen sich oft mit priniitiven, in jedem Labor vorhandenen Hilfs- 
mitteln z&ammenstellen. Trotz ihrer Einfachheit erreicht ihr Auflijsungsvermljgen 
bei vielen Stoffklassen das der weiter unten beschriebenen, urn Grijssenordnungen 
teueren Gergte mit festen W%rmeaustauschern. Nachteile sind die etwas umstgnd- 
lichere Handhabung und das Ltisungsvermijgen des fltissigen W&meaustauschers 
ftir manche Substanzen. 

Diese Apparaturen bestehen im Wesentlichen (Fig. I und 2) aus einem senkrechten 
Zylinder (3), der mit einem organischen iasungsmittel (a) gefiillt ist uncl oben und 
unten Elektrodengef%se mit den Stromzuftihrungen (4, 5) enthglt. In dem hie? 
gezeigten Apparat ist in einfachster Weise das obere Elektrodengef&s mittels einer 
Klammer (6) am Rande eines Standglases befestigt. Die Elektrode@iume fiillt man 
mit einem 13rei aus Puffer und Zellulosepulver. Ein Filtrierpapierstreifen wircl mit 
der Pufferltisung befeuchtet und leicht zwischen Filtrierpapier abgepresst. Dann 
tr%gt man mittels eiries Pinsels ocler einer Kapillare clie Substanz in Form eines 
Striches normal zur L%ngsrichtung cles Streifens auf und h$ingt ihn zwischen die 
Elektrodengeftisse. Hierauf setzt man die beiden Elektroden (5) ein-dieser Stancl 
ist in Fig. r festgehalten -und fiillt das Gefgss mit Toluol ocler einer andercn orga- 
nischen Fliissigkeit. Jetzt kann der Strom eingeschaltet und der Versuch begonnen 
werden. 

Wird nun cler Streifen durch den elektrischen Strom “geheizt”, so gibt er die 
W&me an die organische Phase ab und diese ger%t in Konvektion; sie steigt auf und 
sinkt. lgngs der kiihlen Gefzsswand &I Boden. Diese Art der Wgrmeableitung ist 
recht wirksam, sie l&St sich durch die Verwendung einer krgftigen Aussenkiihlung 
leicht weiter steigern. Es kijnnen auf diese Weise bis zu 0.2 W/cm2 der StreifenfUche 
abgefiihrt werden. Auch waagrechte Anordnungen des Streifens wurden s&on 
beschrieben259 059 1009 118, bier kann die Ki.ihlwirkung mittels eines’ Riihrers verbessert 
werden. 

Die organische Phase sol1 einer Anzahl Anforderungen, wit Nichtmischbarkeit 
mit den verwendeten Puffern und untersuchten Substanzen, leichte Entfernbarkeit 
vom Filtrierpapier, Feuersicherheit, keine Bel&tigungen cler Esperimentierenden 
durch D2impfe usw. geniigen. Empfohlen wurclen unter anderen Chlorbenzolze, Hesan 
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bzw. Heptansl, Tetrachlorkohlenstoff” und T~lu017~. Tabelle- I gibt eine ubersicht 
iiber die in diesem Zusammenhang interessierenden physikalischen und cl-rem&hen 
EigenschaftenJy 2% 57. 

Bei Apparaturen mit fliisqigen I~iil~lmeclicn ist die Handhabung von iibergrossen 
Geftissen oft umst%indlich. Deshalb ist die L5nge des Filtrierpapierstneifens und damit 

Chlorbenzol 0.00030 0.049 (309 5) - - 
Ileptan 0.00034 0.0052 (I 0”) 35 ‘33O r-6”/” 
Tetrachlorkohlcnsto~~ 0.0002s 0.077 (2.;“) 0 ’ -- - 

Toluol 0.00036 O.OG3 ("Jo) 2 ;! .i49O '*3--70/o 

der Trennweg begrenzt. Es wurde aus diesem Grunde vorgeschlagen, den Streifen 
nicht gerade zwischen die Elektroden zu Ungen, sondern ihn zu winkelnl22112fi, ihn 
zick-zack zu fiihrenD”v 106 oder auf Rollen zu wickeln~~lJ”. 

Der Filtrierpapierstreifen ~011, wie bereits erwghnt, zwischen Filtrierpapier 
abgepresst und verhKltnism2ssi.g trocken (Gewicht des lufttrockenen Streifens : 

Puffer etwa wie I : 1.2) eingehgngt werden. Damit in diesem Falle der iiberschiissige 
Puffer nur langsam aus den Elektrodengeftissen angesaugt werden kann, sind diese 
mit einem Brei aus Filtrierpapier und Puffel-819122 auszufiillen. Ohne diese Vorsichts- 
massnahme besteht die Gefahr, dass die aufgetragene Substanz weggeschwemmt 
wird (“Dochteffekt”) und zerrinnt. 

Fiir lgnger dauernde Versuche ist es ferner zweckmCissig, reversibel arbeitende 
Elektroden zu verwenden, z.B. wie in Fig. I und 2 zwei Silber/Silberchlorid Elek- 
troden, die durch ein Diaphragma von den Elektrodenr5umen getrennt werclen. 

Die zweite Art von Apparaturen fiihrt die ;Joulesche W&me an gekiihlte, elektrisch 
isolierte Platten ab. Man kann den Filtrierpapierstreifen zwischen zwei solche Fl~chen 
legend39 a2, oft geniigt such nur eine und der Streifen wird mit einer Platte aus einem 
durchsichtigen Material bedeckt. Eine Apparatur dieser Arts7poo, die seit 6 Jahren 
ohne wesentliche Xnderung ocler Reparatur im hiesigen Institut in Verwendung 
steht, zeigt die Fig. 3 und 4. 

Sie besteht im wesentlichen aus einem Kijhler (3), der mit einer Glasplatte (2) 

bedeckt ist. An den’ Enden befinden sich Puffergef%sse (5)) die durch Stromschliissel 
(6) mit den reversibel arbeitenden Elektroden (8) verbunden sind. Alle diese Bestand- 
teile werden von clem KunststoffgehZuse (9) aufgenommen. 

Zu Beginn des Versuches wird der halbfeuchte Filtrierpapierstreifen (I) auf die 
Glasplatte (2) gelegt und die Substanz aufgetragen. Die leitende Verbindung von 
Filtrierpapierstreifen (I) und Puffergefgss (5) erfolgt durch ein Stiick eines mit einem 
Docht aus Filtrierpapier versehenen pufferfeuchten Zellophanschlauches (4). Nach 



1 (195W HOCHVOLTELEKTROPHORESE 97 

Fig. 3. 
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Fig. 4. I. I;iItricrpapicrstreifen. 2. Glasplattcn. 3. Kiihler. 4. Zcllophanmembran. 5. PuffcrgefZss. 
6. Stromschliisscl. 7. Elelrtroclcnl~ammer. 8. Elclctrocle (Cu/CuCl,). 9. Geh#usc. 

dem Bedecken des Streifens mit einer Glasplatte (2) werden die Elektrodengef%sse (5) 
und die mit Puffer gefiillten Stromschliissel (6) eingesetzt, das Geh$iuse (9) mit einem 
(hier nicht gezeigten) Deckel geschlossen uncl die Verbindungen mit der Stromquelle 
hergestellt . 

Einige Bedeutung kommt clem Feuchtigkeitsgehalt des Streifens zu82~86J30. Vom. 
Standpunkt einer miiglichst guten Wgrmesbleitung aus, w&e es natiirlich giinstiger, 
den Streifen so nass einzulegen, dass die Pufferliisung in direkten Kontakt mit der 
KiihlfHche kommt ; das entsprgche einem Verhgltnis des Gewichtes vom lufttrockenen 
Streifen : Puffer von I : 2.0-2.5. Bei einem solchen Vorgehen wiirde aber das Auflijsungs- 
vermiigen stark herabgestzt, da Puffer und Substanzl.&ung yiel leichter verrinnen. 
Ausserdem herrschen in dem Pufferfilm zwischen dem Filtrierpapierstreifen und der 
I(;iihlfl$iche andere Wanderungsbedingungen, wie im Filtrierpapier selbst. Legt man 
aber, wie oben gefordert, einen verh&Jtnism&sig trockenen Streifen (Gewicht des 
lufttrockenen Streifens : Puffer gleich I : I.O-I.z)*% ein, so wird dieser durch die Zellu- 
losefasern von der Kiihlfltiche in einem bestimmten Abstand von einigen hundertstel 
Millimetern gehalten werden. Wir haben also eine sehr enge “feuchte Kammer” vor 
uns, wie sie in gergumiger Ausfiihrung die Niedervoltelektrophorese beni_itzt. Urn 
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einen Streifen mit einem gewiinschten Feuchtigkeitsgehalt reproduzierbar herzu- 
stellen, zizht man ihn erst durch die Pufferlijsung,, quetscht ihn dann zwischen Fi.ltrier- 
papier oder mit Hilfe einer Art W&+chewrangel 1333 134 ab und kontrolliert sein Gewicht. 
Ein so hergestellter halbtrockener Streifen hat das Bestreben, nach dem Einlegen in 
die Apparattir frischen Puffer aus den PuffergefZssen anzusaugen, weshalb man ihn 
mittels dir Zellophanmembrane von Fliissigkeitsstr6mungen isoliert. Bei der Appa- 
ratur von FOSTERED wird auf diese Massnahme verzichtet und man l&ssl- die im elek- 
trischen Feld wandernde Substanz gegen die Pufferstrijmung anlaufen; die in diesem 
Apparat gefundenen Beweglichkeiten (37, s.a. Tabelle X) sind offenbar deshalb such 
vie1 kleiner, als sic’ sonst gefunden wurdens2. 

Von der durch den elektrischen Strom im Streifen entwickelten W2.rme sol1 ein 
m6glichst grosser Anteil durch Wgrmeleitung und nicht in Form von Verdampfungs- 
w5rme abgegeben werden. Das Lijsungsmittel des Puffers destilliert sonst auf die 
Kiihlfl~chen und bildet dort grosse Tropfen. Werden diese dann wieder vom Streifen 
angesaugt, so schwemmen sie die Substanz von diesen Stellen fort, wodurch der 
Streifen nach dem Anf$irben ein charakteristisch marmoriertes Aussehen erh3lt (s-a. 
Tabelle V). Mijglichst hydrophob gehaltene ICiil~lfl2ichen (silikonisiertes oder mit 
Vaseline gefettetes Glas, PVC-Platten 0.5.) fijrdern das Auftreten von uber&t- 
tigungserscheinungen und verrnindern dadurch die Kondensation. Eine weitere recht 
wirksame Massnahme ist die Herabsetzung der Dampfspannung des Puffers oder 
zumindest des Partialdruckes vom Wasser. Dies l&St sich durch Arbeiten bei niedrigen 
Temperaturen -etwa von o bis + 5” -erreichen, wodurch die Verwen,dung von 
Ktihlaggregaten erforderlich wird133v 13a. B eim Arbeiten mit niedrigen Temperaturen 
steigt aber die Viskositgt des Puffers stark an (s. Tabelle II), urn diese zu iiberwinden, 
muss man irn gleichen Masse das Spannungsgef2ille steigern. Wie dieTabelle II zeigt, 
hat man das Spannungsgef5lle bei o” fast zu verdoppeln, wenn man die gleiche 
Wanderungsgeschwindigkeit wie bei zoo erreichen will. Dieser Effekt wird unter 
UmstZnden noch durch die Temperaturabhgngigkeit des Dissoziationsgrades ver- 
schYrft t 

Eine wesentlich einfachere, aber nicht so universe11 anwendbare Methode, den 
Partialdruck des Wassers herabzusetzen, hat man durch Zusatz bestimmter Stoffe 
zum Puffer. Man erhslt dann bei vielen bisher untersuchten Stoffklassen fast ebenso 
gute Auftrennungen, wie mit den kostspieligen I<t.ihlaggregaten87. So vermag (Tabelle 
II) z.B. ein Zusatz von 10% Aceton den Partialdruck des Wa.ssers nahezu zu halbieren. 
Beim Versuch dunstet dann das Aceton bevorzugt ab, kondensiert an der ICiihlfl%iche 
und wird von dort wieder aufgesaugt. Da aber die mit dem oben genannten Gemisch 
koexistierende Dampfphase ca. 80% Aceton enthglt und die meisten untersuchten 
Stoffe nicht lest, treten keine St6rungen auf87, 

Bei Puffern, die verh5ltnism%ssig grosse Mengen an schwach dissoziierenden 
Verbindungen enthalten, z.B. dem Pyridin-Essig&iurepuffcr’@, tritt dieser Effekt 
schon an sich auf. Glycerin und 2hnliche Stoffe eig6en sich im vorliegendem Fall 
kaum als Zus5tze; sie erhiihen die Viskosit3t des Puffers vie1 zu stark, ohne, den 
Partialdruck des Wassers entsprechend’zu senken. 

I.ilelY?lzr~ s. rrg/rar. 



Das SpannungsgefZlle und die Stromst5rlce sind nach oben durch die beschrgnkte 
Fghigkeit der Apyaratur, die Stromw5rme abzufiihren, begrenzt. Von grosser Be- 
deutung fiir den W&-meaustausch ist das Material, aus dem die Ktihlerfkiche besteht. 
An dieses werden recht widersprechencle Anforclerungen gestellt : es muss einerseits 
ein elektrischer Isolator sein und eine hohe Durchschlagsfestigkeit besitzen, anderseits 
sol1 es aber Wgrme gut leiten. Nach der Widemann-Franzschen Regel gehen aber 

C__-______._._ .._ -_-_._ _. ._----.--~.--. ----- _-_- _._- ._.. ------ 
Spa?rntrngsgcJiillc, die 

- --- 

wasscr 0 4*.5S r.7S S9 
Wasser IO 9.20 I’ .30 65 
wasser 20 17.53 I .oo 50 
Wasser mit 10 (Gew.) ‘yO Accton 20 s.0 .r.rS 59 
Wasser mit IO (Gew.) o/O Glycerin 2 0 17.0 I I-’ .3 65 

.-- .-- --_~ 

beide Leitfghigkeiten parallel. Von den iiblichen Werkstoffen zeigen Glas (Tabelle 
III) und keramische Massen das giinstigste Verhalten. Beim Arbeiten mit nicht 
wgssrigen L6sungsmitteln”‘1 sind sie such vie1 resistenter gegen die organischen 
Fliissigkeiten als z.B. Kunststoffe. Wenn manche Apparaturen trotzdem viillig aus 
PVC oder Polymethacryls2iureestern gebaut sind, so liegt das an deren geringer 
Zerbrechlichkeit und leichter Bearbeitungsmijglichkeit. 

Die erforderliche Dicke der Isolierschicht h&ngt van der Grijsse der Apparatur 
und damit von de,r gesamten an diese gelegten Spannung ab. Kleinere Apparate 

Luft o.oooofJa ctwa I 
Polyvinylchloricl (PVC) o.ooogg 50 
Polymethacryls&ureester 0.00043 40 
Glas etwa 0.002 20-40 
Aluminium o*sS5 - 

.--_-. 

gestatten zwar nur einen kurzen Trennweg, maa kommt aber mit diinneren, also 
besser Wgrme ableitenden Isolierschichten aus82 und kann dementsprechend st5rkere 
Spannungsgef%lle verwenden. Auf diese Weise kann man noch WZ.rmemengen die 
einer Leistung von einigen zehntel Watt/cm2 entsprechen, ableiten. Die meisten 
anderen Apparate - besoqders solche mit Kunststoff platten- sollten nicht st%rker 
als mit 0.05-0.~ Watt/cm” belastet we&en. Tabelle III gibt eine fjbersicht fiber die 
W~rmeleitf2ihigkeit und Durchschlagsfestigkeit einiger in Hochvoltapparaturen 
verwendeter Materialien. 
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Der W5rmeaustausch in Apparaten mit festen I<iihlfl%ichen ist vie1 komplizierter 
als in Apparaturen mit fliissigen WC-meaustauschern. Es muss erst die dtinne Luft- 
schicht zwischen dem Streifen und der I~iihlfXiche, dann die Isolicrschicllt und 
eventuell noch eine Metallschicht iiberwunden ,werclen, ehe das kiihlende Wasser ocler 
die Sole die W2irme aufnimmt. Jede Unregelm~ssigkeit in cler W%rmeableitui& ver- 
ursacht Verzerrungen der Substanzzonen, I o Temperaturunterschied bewirkt einen 
Unterschied von etwa 3 yO in der Wanderungsgeschwindigkeit2a. Der Filtrierpapier- 
streifen muss also sehr sorgfhltig auf die I<iihlfl~che aufgelegt und fisiert werden. In 
den meisten Killen getitigt dazu eine plan geschliffene Glasplatte (Spiegelglas) ; bei 
manchen Apparaten ist eine eigenc Spannvorrichtung vorgesehen133~ 13‘(, 

(a) fiir grosse oder kleiue Sl~~sta?zzlne?zge~l:. Die im Risherigen geschilderten Methoden 
und Apparate gestatten Trennungen von Substanzmengen, die in der Griissenordnung 
von I0 --8 bis x0-3 g liegen. Grijssere Mengen kann man, wie in dem Kapitel iiber 
Proteine kurz geschildert werden wird, durch HVE in dtinnen Platten 2.13. aus 
St%rkes4~ 140 oder durch freie Zonenelektrophorese R;i trennen. Fiir die Untersuchung 
kleinerer Substanzmengen, etwa IO-~--IO-’ g sincl eigene Apparate erforderlich 
(2.13. 31~e3~ 1z7), Als Trgger fiir den Puffer werden dabei gequollene Fgden &der diinne 
Fliissigkeitsfilme verwendet. Da sich diese sehr leicht kiihlen lassen, kann man seh; 
hohe Spannungsgeftille anlegen”‘. .*c. 

(b) fiir l~lektroj5I~orese wnd Chtromatogrnf5lzie. Durch die Verkniipfung der Hoch- 
voltelektrophorese mit chromatographischen ‘Verfahren kann das Aufl6sungsvermijgen 
stark gesteigert werden. Der allgemein anwendbare aber miihevolle Weg ist der, dass 
man die Substa:izen nach jedem Arbeitsgang isoliert und dann neu auftrggt. Einfacher 
ist es, ein zweidimensionales Diagramm dadurch herzustellen, dass man in der einen 
Richtung die Elektrophorese, am besten mit einem fliichtigen Puffer, durchftihrt und 
nach dem Trocknen in cler zweiten Richtung nach den Regeln der Papierchromato- 
graphie entwickelt 56y82. Natiirlich kann man, wie es DLTRRUM scl~on vor lgngerer Zeit 
gezeigt hatzH, such in der zweiten Richtung bei einem anderen pH Wert elektro- 
phoretisch trennen. 

(c) f+%r isoelelztriscl~e Tremzzmgem Gecviihnlich trennt man die Substanzen auf 
Grund ihrer verschiedenen elektrophoretischen Wanderungsgeschwincligkeiten im 
Papierstreifen. Sie lassen sich aber such auf Grund ihrer verschiedenen isoelelctrischen 
Bereiche oder allgemein durch eine pH Abh2ngiglceit ihrer Wanderungsgeschwindig- 
keit trennen (z.B. l*O). Dazu ist es notwendig, einen pH-Gradienten in der Richtung 
des elektrischen Feldes aufzubauen und zeitlich konstant zu halten. Ersteres gelingt 
relativ leicht z.R. durch Diffusion zweier Puffer mit verschiedenem pH, durch 
Elektrolyse an einem Halbleiter usw. ; ‘die zeitliche Konstanz erreicht man nur sehr 
schwer und das ist wohl such der Grund, warum trotz einer Anzahl hier nicht n2her 
besprochener Versuche nicht das Auflijsungsvermiigen einer normalen Hochvolt- 
elektrophorese erreicht werden konnte, zumindest nicht bei niedermolekularen 
Stoffen. 
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Die Wahl clcs richtigen Lijsungsmittels bzw. Puffers ist fiir eine gute Auftrennung 
ebenso wichtig, wie die Apparatur selbst. Es genii& nicht immer, den pH Wert des 
Puffers zwischen die plr’-Werte der ZY untersuchenden Substanzen zu legen bzw. 
bei einer Komplesbildung die analogen Funktionen zu berticksichtigen, man miisste 
such u.a. Adsorptjons- und Verdrgngungserscheinungen in Rechnung stellen. Am 
leichtesten gelingt das noch bei den Adsorptionserscheinungen. Das Untersuchungs- 
materialwird mit dem zur Elektrophorcse bestimmten Puffer papierchromatographiert. 
Schweifbildung und XF-Werte kleiner als I lassen bei der Elektrophorese ebenfalls 
eine Schweifbildung in der Richtung zum Auftragungsort und langsame Wanderung 
erwarten. Das ist vqr allem bei basis&en organischen Stoffen, etwa Alkaloiden und 
Farbstoffen, sehr ausgeprggt. Auch das scheinbar paradose Verhalten von Arginin 
bei der Papierionophorese - es wandert trot% eines hijheren isoelektrischen Punktes 
oft langsamer als Lysin- lcommt so zustande. Manchmal erhglt man zwar Trennungen 
gerade durch solche Adsorptionserscheinungen, meist sind sie aber s&r unerwiinscht. 
Eine Therapi e im Falle von ec‘hter Adsorption an die Zellulosefaser ist schwierig; sie 
gelingt oft nur bei der Verwendung wasserarmer oder nicht-wsssriger Lijsungsmittel 
oder durch die 13eniitzung von Kunststoffpapier, z.B. dem aus PVC-Faserll, beste- 
hendcm “Rhovylpapier” 1001 der Fa. Schleicher und Schiill~~~ llfJ. Im letzteren Fall 
muss man allerclings wegen der ungleichm%ssigen Testur dds Papieres gewisse Ver- 
nerrungen der Bande in Kauf nehmen. 1st die Adsorption durch Ionenaustausch 
(freie Carbosylgruppen in der Zellulose) bedingt, so geniigt oft die Verwendung von 
Erdalkaliionen-h$iltigen Puffernso~n1~8i; im iibrigen treten oft, besonders bei anorga- 
nischen Ionen, Verclrtingungserscheinungen ein, die eine Auftrennung eher f6rdern. 

Niedermolekulare Stoffe, die nicht adsorbiert werden, zeigen rneist eine Schwanz- 
bildung in der Wanclerungsrichtung. Diese wircl vor allem bei einer zu starken Be- 
ladung cles Papiers mit Untersuchungsmaterial deutlich: An den Stellen grtjsserer 
Konzentration wandert n#mlich die Substanz langsamer, als an den Stellen kleinerer 
und zwar cleshalb, weil clort die Feldst%-ke durch die grijssere Leitfghigkeit herab- 
gesetzt wircl. Kleinere Konzentrationen sind an der Front und an der Rtickseite der 
Zone und bier wandert au& die Substanz schneller. An der Front wandert sie in den 
Puffer hinein, verteilt sic11 auf einc grijssere F&he und macht damit die Grenze 
zwischen der Substanzzone und clem Puffer unscharf. Auf der Riickseite wird sie 
wieder in die Zone hereingezogen, diese bleibt daher scharf. Die analogen Erschei- 
nungen sind von der freien Elektrophorese her wohl bekannt und mathematisch 
behandeltllD~12D~131. 

Becluemer als salzh%ltige Puffer sind vielfach Lijsungsmittel mit fltichtigen 
Bestanclteilen, da sic durch einfaches Trocknen oder Absublimieren aus dem Streifen 
entfernt werden ki-;nnen. Bisher bewghrten sich vor allem Lijsu.ngen mit Ameiseri- 
s5 ! . . : i -Essigsgurcgemischen (urn pH z)~Z ; Pyridin-EssigsZure (pH 3.5-6)5197u9 102; 
Am!::1 9nizk-AmeisensZure bzw. Essigsaure (pH 6-ro)fi”~s; Trimethylamin-Ameisen- 
s5ur 4’ Essigs%ure und Kohlens5ure (pH 3-6 und 7-12)~~; Collidin-Essigsgure (urn 
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pH 7)Y Ammoncarbonat (um pH 8)2*r ; weniger Erfahrung lie@ noch niit Collidin- 
Salzs5ure (pH 6,5-S.3)91’, Mono- bz\v. Tritithanolamin-Salzsgure (pH 6.5-11)~~~ und 
8hnlichen Gemischen vor. 

Wie bereits erwkt, ist es in ~nanchen Fallen giinstiger, von Wasser als Haupt- 
bestandteil des Liisungsmittels abixgehen uncl andere Fliissigl~eiten zu verwenden. 
In solchen Systemen tritt oft eine Verringerung stijrender Adsorptionserscheinungen 
ein und es lcijnnen such wasserunl~%liche Stoffe untersucht werden. Nachteilig macht 
sich oft die geringe Leitftihigkeit dieser Lijsungsmittel und such der Umstand, dass 
Filtrierpapier nicht in ihnen cluillt, beperkbar. Ferner kijnnen fiir diese Versuche nur 
Apparate, die Ki.ihlfl2ichen aus Glas besitzen, Verwendung finden. 

DURRUM UNI) P:\ur, zeigten z.B., dass eine Anzahl organischer Farbstoffe, die in 
\v5_ssrigen Puffern star1 < adsorbiert werden, in hochprozentigem Alkohol noch be- 
friedigend wanclern~~“. Kristallviolett, ein Farbstoff, der von gequollener Zellulose 
stark zuriickgehalten wird und cleshalb bei einem normalen Papierelelctrophorese- 
versuch nicht wandert, bewegt sich sehr deutlich in verschiedenen organischen 
Liisungsmitteln (Tabelle IV). 

. . ‘L’.-\13EI;l,E I\:“” 

Xtl~ylcnglylcol 
Nitromethan 
‘Dimetl~ylforn~zm~icl 
Nitrobenzol 
.&than01 
Isopropanol 
77-Butanol 
Pyriclin 
Xthylenclich loritl 

41.2 I 

39.4 
36.7 
35.7 
2Y.S 
30.0 

I g:2 

13.G 
IO.5 

19.9 

O.GG 

3.76 
2.01 

I.19 

2.3’) 
,2 .g5 
0.95 
0.83 

0.7 

3.s 
6.0 

3 .1 
4 . ‘2 

5.0 
‘2 . _j 

4.0 
0.7 

Bei der Wahl cles Lkkungsmittels sollte man erwarten, dass nach dcr Coehnschen 
Regel und dem Stolceschen Gesetz solche mit holler Dielektrizit2.tskonstante und 
niedriger ViskositZt am besten geeignet sein miissten. Aber such hier gibt es, wie qnan 
in cler Tabelle am Beispiel’xles Dimethylformamides sehen kann, Ausnahmen. 

Da die Dissoziation in den organischen Ltjsungsmitteln meist geringer als im 
Wasser ist, muss das Untersuchungsmaterial geniigencl leicht in einen ionisierten 
Zustand iibergehen. Bei an sich nicht ionisierbaren Sto,ffen gelingt dies durch Einbau 
entsprechender funktioneller Gruppen. HASHIMOTO 49 fiihrte zum Beispiel Triterpene 
durch 13ehandeln mit Schwefeltriosyd in SulfosKuren iiber, die er clann in Butanol- 
EssigsYure weitgehend auftrennen konnte. 

In jiingerer Zeit wurden such geschmolzene anorganische Sake als Elelctrolyten 
verwendet, als Tr2iger diente Asbestpapier 2l. In einem solchen System gelang, wie 
vori den Autoren an einer anderen Stelle dieser Zeitschrift ausfiihrlich berichtet wird, 
die Trennung von Isotopen. 
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Substanzzoncn sind deutiich 
bcgr-cnzt, ;LIXX vcrzcrrt 

Substanzzonc bilclct 
l-Iall~moncl 

Substanzzonc crsclicint 
marmoriert und vcrwaschen 

.-\bnormalc Wandcrungs- 
gcsch~vincligkeitcn 

Papier trocknet uncl ver- 
glimmt an scharf bcgrenztcn 
Streifen oder wird bei fliiss. 
M:~rmeaustausclicrn durch- 
sichtig 

Schwcifbildiing ,i,rt dcr 
\\‘anclcriingsrichtiing 

Schwcifbilclung ellfgege~u- 
gesefzl cler Wanclcrilngs- 
richtung 

Untersucliungsniatcrial 
bilclet Stroifcn his zuni 
Start zuriick 

Schrumpfung clcr Stibstanx- 
zonb 

Ungleiclim3.ssige Erw%rmiing, 
IoncnstSrke, pH oclcr l~euch- 
tigkeit.; ~1~lgleichm5ssige 
Tester clcs Papiers ; iingleich- 
mKssiges Trocknen 

Kiihlung am Strcifenrancl ist 
st%rkcr als in der Strcifcnmitte 

Kiihlung reicht nicht aus, 
KiihIfl5chc ZLI nass 

Doclitcffekt9. Strom sctzt aus. 
Elcktroosmosc (bes. bei 
liohen ~1-1 Wcrtcn uncl in 
Glaspapier), Puffer gefroren 

Papier ist schlecht abgecleckt 
(lxx. in der N&he der Puffer- 
gefiisse), in Puff ergefbsen 
und Streifen sind nicht die 
glcichen Puffer, pH-Vcrschic- 
bungen, Kiihlmittel ist nicht 
mit Puffer gesgttigt 

Zu hohe Konzcntratinn an 
TJntersuchungsmaterial, 
seltener : pH Eff ekP 

Adsorption, scltener : pkI 
EffekP 

Natcrial war nicht ganz 
gelfist, Papier wur.de an- 
gcritztl‘lo 

Substanz wurcle mit cincm 
andcren L6sungsmittcl auf- 
getragen (z.B. ;ZLIS Alkol~ol)lJ” 

Streifcn muss iiberail glcich- 
m.%sigen Kontnkt mit KiihIIl5chc 
haben, gleichm5ssig fcucht scin 
LEW. Gleichgewicht nach dern 
Einlegen abwarten, cv. Entsalzcn. 

Sc:itlicli Streifcn auflcgcrP+ 1z3D. l:l.l. 

~Y~rmeentwiclclil~ig verminclcrn, 
Kiihlfl~che hydrophob uncl 
troclien halten, eventuell senk- 
rechten W5rmegraclientcn 
anlcgen1:12. 

%elloplianbarrieren iiberpriifcn, 
Stromst5rkc kontrollieren, nicht 
wanclerndc Substanz zur Erlccn- 
niing clcs i\usgangspunlctes 
xugcbcn. 

Ergibt sich aus Ursa&e. 

Brgibt sich aus Ursa&c, Ioncn- 
stgrkc des Puffers erh6hen. 

‘13ci mdglichst nieclrigcn 1’1-1 
Werten arbeiten, organischc 
1,ijslIngsmittel ziim Puffer gcbcn, 
Puffer mit organischen Uasen odcr 
I~rdallraliioncn vcrwcnclcn, Glas- 
faser- oder Kunststoffpapie: 
benctzenll+“‘.ll0. 

Ergibt sich aus Ursachc. 

Ergibt sicli ails tirsachc. 

. . ..-.- .-_____ -__- 

UNTERSUCHTE SUBSTANZKLASSEN 

Aminos~uregemische sind schon oft mittels der H~chvoltelektrophorese (HVE) 
untersucht worclenl, 2,459 609 61,~2,?~~8~, 102~ll~,133,134,1409 141, &lit ihr konnte sogar eine 
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Fig. 5. 
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Fig. 5. 

Apparat nach Fig. 3; 40 V/cm, :! m/\/cm 

Fig. 6. 

*cifenbreitc; 120 min; 1oa. Liisungs #mittcl: -_ 
3 ml 80% Ameisens%iurc, 1 2 ml Eisessig, 15 ml Aceton auf IOO ml mit Wasscr aufgefiillt (pH r-9). 

AnfCirbung: 0.2% Ninhydrin in. Butsnol. 
Fig. 6. Apparat nach Fig. 3; 33.5 V/cm, 3.7 mA/cm Strcifenbreite; QO min: lOoa L&iungsmittcl: 
2 ml Pyriclin, 4 ml Eisessig, 15 ml Accton auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt (PI-I 4.4). Anflirbung: 

0.2% Ninhydrin in Butannl. 

neue AminosSure( &Osyleucenin) im Hydrolysat des ICnollenbl5t terpilzgiftes nach- 
gewiesen werclen142. 

Die Zerlegung ekes Gemisches der natiirlichen Aminos3uren, etwa eines Protein- 
hydrolysates, gelingt am besten bei pH Werten urn 245902989* llE* 133y 134. Wie Fig. 5 
zeigt, entspricht dabei die Auftrennung etwa der eines guten eindimensionalen Papier- 
chromatogrammes. Einige Zahlen fiir die Wanderungsgeschwindigkeit gibt Tabelle VI. 

Will man eine bestimmte Gruppe von Aminos5uren genauer untersuchen, so 
bietet die HVE der Papierchromatographie gegeniiber Vorteile. Es lassen sich LB. 
viele nicht a-Aminosguren in Pyridin-Essigs%iurepuffern von pH Werten urn 4.5 
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leicht neben den anderen Aminossuren erlcennen und auftrennen; sie wandern dann 
zwischen den MonoaminomonokarbonsWren und den HexonbasenBD (Fig. 6). Auch 
clie saueren Amino&m-en (z.P,. CystinsWn-e, Asparaginstiure und C;lutamirki.ure) 
werclen innerhall-, von wenigen Minuten bei diesem pH getrennt’!‘f8”. Eine Trelmung 
der basischen Aminos%iuren, besonders von Arginin und Lysin wird clurch Adsorptions- 

I .vsin 
liisticlin 
:\rginin 
Glyciii 
:\lanin 
Scrin 
Valin 
I .cucin 
lsolcucin 
Mcthionin 
C;lutnmins5iure 
:\sparaginsti1lrc 
‘I’\*rosin 

I .q 

I .2() 

I * ‘2 7 
I .I_-j 

I .oo 

0.Q 

O.H2 

0.77 
0.77 
0.7’ 
0.09 
0.64 
(j.5.i 

erscheinungen stark behinclert. Sie ist auf Zellulosepapier oft nur bei htiheren pH- 
Werten (z.R, in 0.x iV Soclalijsung) mijglich 87. Der Nachweis erfolgt dann zweckmtissi- 
gerweise mit I,4-Naphtl~ochinonsulfonsaurem Natrium (Folins-Reagenz) an Stelle 
des sonst iiblichcn Ninhydrins. 

Die erste systematische Untcrsuchung van niedrigen Peptideil mittels HVE fiihrten 
ICIcliI~ijrx~ UN11 \YESTPHAI _63 clurcli. 13ei Verwenclung einer einfachen Apparrtur mit 

‘I-KE,NNUNG VON PJlPlIDbN 

Wanclcrung air Kathuclc in cm, 70 V/cm, 1 .I mA/cm Strcifcnbr. .-\ mcisen&iu re- I~ysi~siiilrr~gcnlisc2l 
van ~15 1 .qa, 60 min. 

Alnnylglvcin 
Glutatl;i&n 
Glutaminylgl~cin 
Glycin 
Glycylplycin 
Glycylglycylglycin 
Glycylleucln 

’ G1ycyllcucylal~nin 
Glycylvalylalanin 
Glycylt~wx.in 
Lcucylglycin 
Leucylgl~~c~lgl~~cin 
l_cucj*lt>*rosin . 
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fliissigem W2rmeaustauscher konnten sie eine Anzahl Di- und Tripepticle auftrenncn. 
(s.a. Tabelle VII) 

L~lmliche Trennungen von synthetisch hergestellten Gemischen niedriger 
Peptide’!“, 133,134 wurden seither wiederholt beschrieben uncl ebneten damit den Weg 
zur Trennung von partiellen Proteinhydrolysaten. Hier erwies sich die HVE oft als 
Methode der WahllJO*. So verwendeten sie S\NGER und Mit. bei der Festlegung cler 
Schwefelbriicken des Insulins’02 und bei cler Untersuchung von Schweine- und 
Schafinsulinl”~“‘J. REDFIIZLD UND ANFINSEN beniitzten sie zur Zerlegung der bcim 
enzymatischen Abbau von Ribonuklease erhaltenen Peptidgemischeloo~ lo1. Dicse 
Autoren beschrieben such die’rrennung von DNP-Pepticlen mittels HVE. Urn clie bei 
cliesen Verbindungen auftretenden Adsorptionserscheinungen zu bek%impfen und urn 
die L6slichkeit zu erh6hen, empfehlen sie dem Puffer reichlich Harnstoff zuzusetzen. 
Rei clen gewiihnlichen Peptiden ist jedoch von so einem Zusatz abzuraten, da clie 
clesorbierende Wirkung hier gering ist uncl die Ninhydrinreaktion gest6rt wircl. 
TURU-Y UND Ess@R~~~ verfolgten den zeitlichen Einbau von 1% in Aminos2uren, 
Peptide und Proteine bei Zugabe von markiertem Acetat zu Torulahefe uncl trennten 
die clabei anfallenclen, sehr kornplesen Gemische mittels HVE und Papierchromato- 
graphic. 

. . 

Au& zur Untersuchung hiiherer Pcptide, wie sie in verschiedencn Proteo- 
hormonen vqrliegen, lconnte die HVE verwendet werden. So wurde mit ihrer Hilfe 
Choriongonadotropin aus Urin”l, Osytozin uncl Vasopressin aus Hypophysen- 
estrakteng’: 121, sowie ein osytoaisch wirkendes Peptic1 aus partiell hyclrolysiertem 
Serumeiweiss12‘1 isoliert. 

Schon KICKH~~FEN UND WESTPH:K zeigten, dass sich die im Urin vorkommenclen 
Peptide gut mittels HVE untersuchen lassen 03. HEILMEYER uncl Mit. bauten diesc 
Methode aus und fiihrten ausserordentlich umfangreiche Untersuchungen cler im 
menschlichen Serum (Rest-Stickstoff) und ancleren Kiirperfliissiglceiten vorhanclenen 
Amino&uren, Pepticle und biogenen Amine clurch ii1*52. Es ist bier nicht m6glich auf 
cliesc Arbeiten und ihre klinischen Aspekte einzugehen, sie sollen einer Monographie 
dieser Autoren vorbehalten bleiben. 

Fiir die Trennung van Proteinen ist die HVE in der beschriebenen Form wenig 
geeignet. Nur in gi_instigen l3illen wurden Ergebnisse erhalten, die mit denen cler 
normalen Nieclervoltelelitropliorese konlturrieren kiinnen 81~100~11H, Ansonsten tritt be- 
sonders in halbfeuchten Streifen meist ein Verschmieren und Verzerren cler I3ande 
ein. Gute Trennungen in %ellul.osepapier sind nur dann zu erwarten, wenn dicses 
sehr nass (Trockengewicht : Puffer wie I : z.o-2.5) zur Anwendung gelangt und gas- 
fijrmige W$irmeaustauscher verwendet werden. Es ist allerdings in diesem Fall nicht 
leicht, eine ausreichencle Kiihlung zu erreichen. Von den bisher untersuchten Mcglich- 
keiten (z.13. Abgabe der Wgrme an gut leitende Gase wie Wasserstoff .ocler Helium78, 
Abgabe durch Strahlungb’*, Einhgngen in eine stehende Nebellcammer”5~8L*) ist es noch 
immer am einfachsten,’ eine Kiihlung durch Verdunsten des Puffers, bzw. dessen 
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Liisungsmittel zu erreichen. Die dabei auftretenclen Dochteffekte”~~~~ lassen sich 
durch eine entsprechende Form cles Filtrierpapieres (Trapez- oder Kreisformf”~~~) 
zu einer Verbesserung cler Tknnwirkung ausniitzen. Die dabei erreichbaren Span- 
nungsgef2ile licgen urn 20 V/cm. q 

iMan kann such auf die Verwendpng von Zelluloseyapier iiberhaupt verzichten 
und anclere Stoffe oder Versuchsanoidnungen qur Stabilisierung cles Puffers her- 
anziehen. Solche sincl 2.13. Kunststoffpapierll”, SW-ke ocler 2hnliche hydrophile 
Pulver?‘? 13$), Gcle aus StZrke oder 3hnlichem Material’13 und geeignet geformte Elek- 
trophoreselcanimern”“. In allen diesen F&llen ist ein Arbeiten mit Spannungsgef&llen 
von 20-50 V/cm mtiglich, soferne man fiir eine wirltsame Kiihlung sorgt (Apparat mit 
festem W&meaustauscher) und die Versuchsanorclnung miiglichst flach baut”7. 
Erfahrungen liegen vor allem fiir das Arbeiten in diinnen St%-lceschichten vor, es 
lsonnten in i.hnen Gemische empfmcllicher Enzyme weitgehend zerlegt uncl unter- 
sucht werclen (z.R.83* I‘ll ). Als sehr erfolgreich erwies sich die von S,MI-I-HIBS eingefiihrte 
Elektrophorcse in konzentrierten St&-lcegelenll”. In diesen Gelen tritt neben der 
elel~trophoretischen Auftrennung durch eine Art Ultrafiltration such eilie Fraktio- 
nierung nach der Teilchengrijsse ein. Unter cliesen Versuchsbedingungen konnten 
menschlicl~efl~I 11~1,111 und tierische Sera” weiter als mit irgencl einer ancleren elektro- 
phoretischen Metliocle zcrlegt werclen. 

In Elektropherogrammen von biologischem Material finclet man htiufig zwiscllen den 
basischcn Aminosiiuren uncl cler ICathode einige nur zart mit Ninhyclrin angefkirbte 
Rancle. Es handelt sich bier meist urn biogene Amine. 

Ihr Vorkommen im Harn untersuchte eingehencl Wrx31sn~~O uncl spsiter Ho~r:c;- 
C;IXI~~. Es wurclen unter anclerem Ammoniak, Methylamin, Dimethylamin, .&thylamin, 
Colamin, Pyrroliclin. uncl Pipericlin durch Papierionophorese in Citratpuffer van pH 
3.S uncl clurch nachfolgencle Pal~iercl~ron~atogral~hie~” getrennt. Eine Anzahl cler von 
HRxJ_hlI3YIx~ uncl Mit.“*vfi2 im enteiweissten Serum (Rest-Stickstoff) nachgewicsenen 
Amine konnte van GAYER”~ iclentifiziert werclen. Diese Amine wurden aus clem sehr 
komplesen Gemisch mit Natriumtetraphenyloborat (Kalignost, ‘Tetragnost) gefsllt, 
cler Nieclerschlag mit Salzs#ure zersetzt und clurch Ausschiitteln mit .&ther vom 

QUOTIENT ICIER \Vr\N13ERUNGS\VTSGIS DES A&IINS/ARCISIS 

I’yriclin-ISssigsliurc-\\‘nsscr-80”~, Amci:icrkiure wie I : 10 : 8g : 13.5 ; I>f-1 2. 2 ; fCiill111ng nlit I-fcl’tan ; 
ctwa Go V/cm. 

.;-:Hyclrosytr?‘l’t~lmin 0.6-j I.~lall~l-all 

:\clrcnnlin 0.75 .-- 
Tr~ptaniin 0.87 blauviolctt 
Tyramin 0.97 !3lassviolctt 
Arginin I .oo blauviulctt 

..Xistamin I .GG \*iolctt 
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iiberschiissigen Reagenz getrennt ; nach clem Einengcn wurden sie mittels H.VE 
untersucht. Die Tabelle VIII gibt iiber die Beweglichkeit einiger dieser Stoffe Aus- 
kunft. Dieses Vcrfahren eignete sicl; such gut zum Nachweis biogener Amine in 
tierischen Giften”‘. 

Recht gut lassen sich such mit der HVE eine Anzahl van Guaniclinderi\yaten 

Citrullin 
Glycocyamin 
Crcatin 
y-Guaniclinobuttcrs~urc 
:\rginin 
Arcain 
J~ixnethvlguanidin 
Agmatik 
Methvlgtlaniclin 
Guankin 

- .a, 

3 .‘.? l 
3.85 
4.00 
4.00 
8;O=J 

10.7; 
I 2 .8 _j 

13.00 
13.90 
I-2.90 

*Nit Ehrlicl~s Rcagcnz nachgewieseh. 

trennen, die man dann spezifisch am Papier nachweisen kann. Einen Anhaltspunkt 
fiir die zu erwartende Wanderungsgeschwindigkeit gibt die Tabelle IX73. 

Die Fghigkeit von Kohlenhydraten und mehrwertigen Alkoholen mit BorsZure 
Komplese zu bilden, ist seit langem bekannt (vergl. die zusammenfassenden Darstel- 
lungen van B~,ESEI;EN~~ und ZITTLE~~~). E rs seit Elide 1952 aber begann man diese t 
Eigenschaft zur Trennung von Kohlenhydratgemischen mittels elektrophoretischer 
Methoden auszuniitzen2”v 32f Jnv iiDy82. S o konnte vom Verfasser gezeigt werden*z, dass 
man mittels HVE in einer 0.0s molaren Boraslijsung eine Anzahl Zucker, mehrwertige 
Alkohole und Phenole trennen und Zusammenh2nge zwischen Wanderungsgeschwin- 
cligkeit und Struktur erkennen kann. Diese Versuche wurclen in der Folgc bestgtigt 
uncl erweitert. So untersuchten WERNER UND WESTPHAI_~~~~ 13*1y I35 Kohlenhyclqate, 
die in Pyrogenen vorkommen ; GROSS"~~~~ besch3ftigte sic11 ma. nit Disaccharide11 
und einem neuen Trisaccharid, der Kestose. Er trennte ferner ein Gemisch von 
Glykol, Glycerin, Erythrit, Sorbit, Mannit und Dulcit in einer 0.05 J/r Borasllisungiiu. 

Quantitative Angaben iiber die Beweglichkeiten van Kohlenhydraten und 
mehrwertigen Alkoholen wurden mehrfach gemacht 251 48~82J17. Die Verschieclenheit der 
Versuchsmethodik-vor allem in Hinblick auf den Puffergehalt des Filtrierpapieres 
und der Beriicksichtigung des Dochteffektes -macht einen direkten Vergleich dieser “*I 
Angaben nicht durchftihrbar. Das bei weitem umfangreichste Material stammt von 
Fo~~~ti~2-30 imd die Tahelle X ist nach seinen Angaben zusammengestellt. 

L.ifev~~tll Y s. 1 Ig/l-“r. 
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QtIOTIEx;T DEK WA~IXERU~GSWEGE SUWYI-A~~/GLUCOSE 

Apparatur nach Fos~12 RR2 ; 1 5-a 2 v/cm 3.1eo; 
~‘i’ntronlnugc- 

Boratpuffcr ctwa pH I0 (7.44 g I3ors5iure in 1 1 N/I0 
vom hutor manchmai irrtiimlicll als 0.2 A$ bczcichnet)“7. 

Iiolrle~tkytirrtf Q~tofimt Liierntrw 
----.- 

.-\mylopectin 
Am~~losc 
1 ,4-.-\nl1~clr0-D-cl~1lcit 
I ,_j-:\nhyclro-2-clcsosysorbit 
r ,G-Xnhyclro-P-D-g;lucopyr~Lnose 
2,.j-. Anhyclro-D-mannit 
1 ,j-.\Illlyclro-I~-split 
L-Arabinose 
D-Xrabit 
Xthvl-a-dcsosy-r-D-glL~copranosic1 
;ith;.l_,, -,3-cliclesosy-u-D-glucopyranosicl 
Xthjll-cl-D-glucofuranosid 
&tliyl-b-D-glucofuranosicl 
Athyl-u-r>-glLIcopyraIiOsic1 
C’cllol~iose 

-. 

I -Dcso.~~-u-arabinoso 
I -neSOXy-D-glLlCOSe 
z-Desosy-D-ribosc , 
1,3-Dihydrosyaceton 
a, 3-DiIlletllyl-D-glLlcose 
z,4-Dimethyl-D-glucose 
3,4-DiniCtliyl-D-glLlCOsc 
2,3-Dimethyl-L-rhamnose 
z,4-Dimcthyl-I_-rhamnose 
3,4-Dimcthyl-L-rhamnosc 
Dulcit (Galactitol) 
rueso-Erytlirit 
D-ITrLICtOse .-. 

L-l~Llcose 
D-Galactosc 
L-Galal~eptulosc 
Gentiobiosc 

D-~lucosc 

u-Glucose-1 -phosphat 
D-GlLIcLIrons8urc 
DL-G1werinalclehycl 
Glycekn 
u-Glyccro-I~-galahcptit 
D-Glycero-D-mannoheptit 
Glycogen 
Lactose 
Laminaribiosc (3-(j%GlLIcosiclo)-glucosc) 
u-Ly.sose 
Maltose 
iso-Maltose 
D-Mannit 
I>-hlannohcptL~losc 
I>-&‘l~LllIlOSC 
Melczitose 

- 

0.23 * 

O.IS** 

0.47 
0.20 
0.00 
0.04 
0.00 
O&Y5 

0.90 

0.17 

0.1.0 

0.70 
O&S 

0.17 

0.25 

0.4 1 

0.20 

0.33 
0.75 
0.12 

0.05 

0.31 
0.023 
0.04G 
0.30 
0.gS 

0.75 
0.00 
o.sg 
0.93 
0.89 

O-75 
O.“<’ /- 

1.00*** 

‘I. IO 

I .10 

0.79 

0.44 

1.00 

0.92 

0.31s 
0.3s 
0.09 

0.67 

0.3Gfis 
0.69 
0.90 
o.S7 
0.7” 

0.22 

3; 

37 

35 

30 

30 

U 

30 

17 

17 

31) 

30 

311 

30 

30 

3‘1 

3u 

311 

17 

17 

3.1 

34 

34 

32 

33 

32 

li 

17 

17 

1; 

17 

1; : 

34 

li 

D,li ,32--3B,3?,3D 

Ii 

li 

li 

li 

li 

li 

37 

34 

34 

Dl 

37 

34 

li 

li 

li 

li (Fovtsebamg S. II(J) 

* Schcinb. Ioncnbcwcglichlccit (Dcf. bci 13”) O..jt-09’ IO-O ~111~ V-I SCC-~ (Ref. 3i). 
l * Sclicinb. Ionenbeweglichlccit 0.35-57. lo-” cm2 \‘-l see-l (Ref. 37). 

l l l Scheinb. Ionenbeweglicl~l~eit a.?G-a. 74*10-~ cm2 V-I set-’ ( Ref. 3i). 
§ Schcinb. loncnbeweglichkcit 0.61-0.90. IO-O cm2 V-L see-1 (Ref. 37). 

§I Schcinb. Tonenbeweglichlceit 0.51-1 .oS* 10-O cm2 V-l set-1 (Ref. 37). 

Lileunlrrr S. rrglrzr. 
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Nlgcrosc 
I ,~-O-Isoprop~~liclCn-ci-~~-l~-~lt~C~~f~ir~~~i~~sC 
Rafiinosc 
L-liliamnosc 
I>-liibose 
Saccharosc 

rr-Schardinp2r Dcstrin 
P-Schardingcr Dcstrin 
Sophorose (z-(P-Glucosiclo)-l,-gl11cosC) 
Sorbit (Glucitol) 
u,u-Trchalosc 
cc,/?-Trclialosc 
p,P-Trclialose 
3 ,314-‘~ri1i~Ctll~l-1~-~~~1C~JSC 
2,3,6-Trimctliyl-D_Flucusc 
3,~,G-Trixiictl~~l-1~-~l~~cosC 
I>-Xylose 

Es wurden such 13etrachtungen fiber %usanxnenl~Z.nge zwischen der Anordnung 
der Hydrosylgruppen und der Wanderu~~gsgeschwincliglceit der Boratlcomplese 
angestellt+ 34f82. . Am wirksamsten sind, wie man such schon aus ? -Atf&higl<eits- 
messungen wusste15~ l‘16, cis-stkdige OH-Gruppen am C, und C,? c! . ‘_ i. Blockiert 
man die glyltosidische Hydrosylgruppe etwa mit einer Methy!.g;;r’t’ppe, so -zigt dieses 

~_iterwdiiv S. !: Tpyr31. 

o.so 
0.03.i 
0.035 
0.035 
0.40 
0.40 
0.00 
0.04 
O.-j1 
0.59 
0.4 1 

0.3 ’ 
0.‘2 7 
0.73 
0.09 
0. I. 1 
0.19 
0 . ‘2 _q 

O.SL 

0.2.t 

0.82 

O._” /- 

0.45 

0.26 

0.4” 
0.3 1 
0.00 
0.30 
0.30 
0.00 
0.00 

0.53 
0.69 

0.73 
0 . ‘2 s 

0 . .j 2 

0.77 

0.18 

0.17 

0.1-F 

0.12 

0.33 
O.SCj 
0.19 
0.23 
O.“O 
0.00 
0.00 
0.71 
1 .oo 
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Glylcosid meist eine vie1 gerkgere Beweglichkeit, als cler freie Zucker. Danebcn sincl 
aber such, wie die merkliche Beweglichkeit des Methylgalaktosides zeigt, benachbarte 
alkoholische OH-Gruppen cles Ringcs wirksam. In einigen F&lien (Methylsylosid) 
muss man sogar eine Iiomplesbildung an nicht c&-st2ncligen Hyclrosylgruppen 
oder wie bei dem Glukose-z-methyl#ther (” z-Methylglucose”) eine 13eteiligung v-on 
Aldehydstrukturen in Erw8gung siehen3*l. 

Eine anclere Mijglichkeit, Kohlenhydrate zur Wanclerung im elektrischen Feld 
zu bringen, besteht in einer geeigneten Substitution der Carbonylgruppe, was x.B. 
durch Verwenclung von einer 0.4 .M Natriumbisulfitlijsung als Puffe+ oclei- durch die 
Umwancllung in die N-Benzylglycosylammonium Verbindung’; eintritt. Besonclers 
im ersten Fall besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Wanderungs- 
geschwindigkeit und cler Teilcllengr6sse6*1. 

Eine Wanclerung tritt such bei einigen mehrwertigen Alkoholen in 13leiacetat 
ocler Natriumarscnit enthaltenden Puffern auf’*“. 

Cyclite 

Zahlreiche mehrwertige cyclische Allioliolc wanclern in Roratpuffern mit unterschi&l- 
lichen Wanderungsgeschwindigkeiten 3, s3* 38. Fiir das Zustanclekommen clcr Komples- 
bildung mit Bors&ure und clamit der Wanclerung im elelttrischen Feld kijllnen zwei 
strukturelle Eigenschaften von Bedeutung sein”: 

(I) Cis-st%nclige Hydrosylgruppen (“Biiesel~enkoml~lese “I”), das ist der hkiuligste 
uncl der nach clen bisherigen Anschauungen zu erwartende Fall. 

(2) “Tridentat-1iorllplese” (s. nebenstehende Formel). ’ 

Die Bildung einer solchen Verbinclung erfolgt in Sechserringen 
mit 1,3,5 &indigen Hyclro.sylgruppen in achsialer Stellung. Sie er- 
l&irt (s. Tabelle XI) unter anclerem clie 13eweglichkeit des cis-Phlo- 
roglucites, des scyllo-Quercites und clen nur geringen Verlust an , 

Reweglichkeit bei in 2 und 4 0-methyliertem wzyo-Inosit. 
.I.‘1 

clcs cis-Phloroglu 
_ 

H+ 

ES 

tcs 

Diese Stoffklasse wurde h%ufig mit pnl~ierelel~trol~horetischen Methoclen untersucht, 
wobei aber meist nur verhZ.ltnism~ssig niedrige SpannungsgefZlle zur Anwendung 
l;amenl”, 2O,UO,i?,112,128,132, weitere Angaben in clen &IonographienlLJ~ 729 789 122~ 1~37 1J.L. 

Bei hohen Spannungsgef~llen trennten zuerst *~URBA uncl &Iit.12i’ die drei Acleno- 
si~iyl~ospliors~iurexi uncl einige Nucleosicle in einem Pyriclin-Essigskrcpuffer von 
pH 6.45. CRBS-JTIELD UND ALLEN untersuchten verschieclene Nucleoticle in Phosphat 
Illid boratpuffern ; durch clie verschiedenen MI6glii;hkeiten cler I<omplesbildung mit 
RorsZure versuchten sic 3’ und 5' phosphorylierte Verbinclungen x.1 trennenm. 

Mittels HVE, spektralanalytischen Methoclen uncl Farbreaktionen. bestimmten 
IMICHL UND HAIUXILER clen Gehalt verschieclener Drogen an Purinen und methylierten 
Xanthinen@3. Adenin und Guanin liessen sic11 dabei leicht bei pH 3.6 trennen uncl mit 
einem Bromphenolblak-Reagenz ~3 anfkben. Die Xanthinderivate tremlte man bei 
pH lo.6 (s. Tabelle XII). 

Lilrvniz.fr/ s. rrg/r2r. 
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TARELLE XI3 

QUOTIENT DER BEIVEGLICHKEITEN DES CYCLITES/GLWCOSE 

Apparatur nach FosTJs.+; ctwa 20’v/cm; 0.012 114 Boraslbsung. 

Cyclif Stellrrng der OH-Gruppcrr Qrrolicvrt 

Inosite : 
scyllu-Inosit (1:3:5/2:4:6) 
(+) Inosit (1 :2:4/3:5:6) 
xeo-Inosit ( 1. :2:3/4:9:6) 
wzyo-Inosit (I :2:3:5/4:G) 
wzixo-Inosit (I :2:4:_j/3:6) 

adlo-Inosit (1 :2:3:4/j:G) 
cpi-Inosit (1 :2:3:4:5/G) 
cis-Inosit (alle cis) 

Quercite : 
scyZ/o-Qucrcit 
pr,olo-Quercit 

I; ~$6; 
. * .? : j 

” L.,, 

1 
,; > uibo-Quercit (1 :2:4/3:5) 

epi-Quercit (1 :2:3:.5/4) 
cis-Quercit (allc cis) 

Rlcthyl~thcr clcs Inosites : 
r-Methyl-tuyo-inosit(T3ornesit) 
2-Methyl-rtzyo-inosit 
4-Methyl-uzyo-inosit(Ononit) 
5-Methyl-utyo-inosit(Sequoyit) 
2-Methyl(--)-inosit(Quebrachit) 
3-Metliyl( +-)-inosit(Pinit) 
1 : 3-Dimethyl-wLyo-inosit( Dambonit) 

Cycloliessntriolc : 
I : 3/2 Cyclohesantriol 1 
1 : 2/3 Cyclohesantriol 
cts- I : 2 : g-Cyclohesantriol 
&-I : 3 : g-Cyclol~esantriol(Phloroglucit) 

Cyclohesanciiole : 
fvccrrs-1 : 2-Cyclolicsancliol 
k-1 : 2-Cyclohesancliol 
Ircms-r : 3-Cyclohesancliol 
cis- 1 : 3-Cyclohesandiol 

0.02 

0.2s . 
0.30 
0.30 
o.s’i 
0.54 I 

I ..jO 

I .60 “1 

0.05 
o.ojj 
0.07 
1.17 
I .Go 

0.02 

0.2Cj 

0.45 
0.05 

0.14 

0.23 
0.00 

0.00 

0.0s 
0.05’ 

0.1 I 

0.00 

0.01 

0.00 

0.00 

QUOTIENT DER WANDERUNGS\VEGE DER SUBSTAN%/SANTHIN 

In I N NH,: I N Essigskiure ctwa 20 : I ; PI-I 10.6; 40 V/cm. 

Coff,cin 0.00 
Theobromin 0.44 
Hyposanthin o.s3 

’ Santhin 1.00 
Tl~eophyllin 1.14 
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TABELLE XIII’Z” 

QUOTIENT 

1 1 Puffer cnth5.lt s)2 ml 

I3ER WANDERUNGSWI~GE DES NUCLEOTIL)ISS/ORTHOI’NOSPMAT 

ButtersYure (etwa. 1 N) uncl I g Na0I-I (0.025 N), pI-I otwa 6.4; IO V/cm. 

2\clcnosin-a’-phosphat 
Aclcnosin-3’-phosphat 
Aclcnosin-s’-phosphat 
Adcnosin-g’ -clipliosphat 
Aclcnosin-g’ -triphosphat 

Cytidin-?-‘-pllnspll~~t 
Cytidin-3’-phosphat 

Dil~\rclrodiphosphopyriclinnucleoticl 
Diphosphopyridinnuctcoticl 

Flavin-Aclenin-Dinuclcoticl 
I~lavinmononucleoticl 

Guanosin-z’-phosphat 
Guanosin-3’-pliosptmt 

Orthophosplmt Ioncn 

Uridin-i’ -phosphat 
Uridin-3’-phosphat 
Uridin-5’-phosphat 

0.23 
0.23 
0.2 I 
O._jS 

o.SG 

0.13 
0.13 

0.4s . 
0.13 

0.36 
0.36 

0.41’ 
0.4’ 

I. .oo 

0.55 
0.55 
0.55 

SCHEINI3ARE IONENBEWEGLICHKEIT VON ORGANISCHISN SkUREN 

In cm2 V-l see-1 (Def. bci Ia”) in vcrdiinntcr Amciscns5urc pH 2.0; Apparatur nach Ref.“). 

Siiacrc Ii -Id 

‘Pikrins~ure 
Osals5ure 
‘Dichlorcssigs5urc 
MaleinsZ.ure 
Brcnztraubens5ure 
~Monochloressigs%urc 
Aconit&iure 
Fu mar&ure 
WeinsYure 
CitronensKurc 
Sulfanils2iurc 
Apfels5iurc 
Gtycerins5urc 
Glyltols5iure 
I tacons5ure 
~Milchs%iure 
~I3crnsteins&iurc 
Glutars5ure 
Aclipins5urc 
Valeriankiurc 

3810 G.1 

6.50 9.0 
330 6.5 
I ‘20 6.7 

30 3.7 
1 5 2.9 
I 5 1.4 
10 2.1 

CJ.S 2.3 
s-3 1 .Q 
6.2 1.6 
3,s 1.4 
‘2 . 3 1.2 
1.5 0.7 
1 a.5 0.7 

I .4 0.7 

0.64 0.2 

0.47 0.1 

0.33 0.1 

0.16 0.05 
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In der Literatur und in den oben angegebenen Referaten finclen sic11 weitere 
quantitative Angaben fiber die M~alzclerungsgesclIwindiglceiten verschieclener liicrher 
gehiirencler Verbinclungen, die bei cler HVE eine schnclle Orientierung gestatten. Nur 
bei. \7erbinclungen, clie leichter ~70x1 Filtrierpapier adsorbiert werclen, etwa Guaniclin- 
clerivaten, ist nianchrnal clie Wanclerungsgeschwincligkeit lierabgesetsst. Auclz die in 
cler Tabelle XIII angegebenen Werte van \V..m~z UND MORGAN~~* liessen sicl~~untdr 
clen Beclingungen cler HVE reprocluzieren. . . 

O~gnlz.iscltc SR~r.Yc~z. 

Wasserliisliclie organische SZuren lassen sich, soferne nur ihre Dissoziationsko1istanteii 

Nd 

Fig. S. 

l’ig. 7. AppRl%t nach Fig. 3 ; diO.3 ‘\7/Clll, 
I.&j till P~*riclin, .j.5 

2.3 nl.~\/~m Strcifcttbreitc; go tnin: 10”. .IAsuttgstnittc! : 

till Eisessig, I,5 nil i\ceton auf too ml mit: Wasscr aufgcftillt (pl-i 4. I). AtlfXrbutlg: 
10 rng Glucose, .j tn. Arabinosc in 3 ml .:<thanol Idscn uncl mit: o .5 ml Anilin uncl 3 ml 73utatlol 

Fig. 
\m-sctaen; nacli 13espt-iihcn auf 140° crliitzetP. 

S. Apparat: naclt Fig. 3 : 40 V/cm, 1. t mA/cni Stt*cifenbrcitc; go min; loo. L&uttgsrnittcl: 
.15 ml :\cctotz ZLLI~ 100 tnl niit 0. I X MilclxKure aufgcfiillt. Anftirbung: 0 .2 “/< Dt-enzkatecl;in\~iolctt: 

in 3 .iV i-\nitiiotiinl~, nacli 13espriihcn Uberschttss tnit clest. \Vasscr au~~vasclictiH7. 
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geniigencl verschieclen sincl, gut elektrophoretisch trennenTo~ 138. Besonclers Gemische 
van schwer o&r nicht fliichtigen Osy- uncl DicarbonsKuren sincl leicht 2x1 unter- 
suchen. Fiir St&-kere Sduren wurclen als Lijsungsmittel vercliinrite Amei.sen&iure 
(etwa 0.55 N; pH z.ol”), fiir schw8d~ere Pyriclin-Essigdiwe (pH +I)~; verwenclet. 
Der Nachweis l<ann clann nach dem Abclunsten cles Puffers leicht mittels Inclikatoren 
oder ancleren in * cler: Papierchromatographie fiblichen Methoden erfolgen. Haltbare 
Anf2rbungen (s. Fig. 7) bekamen wir mit einer -4rt unigekelirten %ucl~ernacliweis87. 
Tabelle XIV und Fig. 7 zeigen einige Eeispiele. 

Weitere Untersuchungen vor allem mit den in biologischen Materialien Kiufig 
vorkommenclen %iuren stellte Gnoss” an. Eine Trennung hiiherer Fetts2uren in 
z N NH,, wie sie E~RXETT UND SMITH beschrieben habenT, ist mittels HVE wegen 
zu starker Aclsorptionserscheinungen in Filtrierpapier nicht gelungcn. Die Auftrennung 

i\ rccolin 13.G 
Aspidospcrmin S.7 
Atropin (13L-I-I!‘osC’nnlin) 10.7 
13erlxxin ‘L .o 
13icucullin 6.2 
13olclin 3-o 
73rucin ‘. o.cJ 
:Hull)ocapnin 3.3 
Calcbassin S.0 

Clicliclonin .j +C 9 

Cliinin 7.6 
Cinclionin S.0 

Cinclioniclin 9.3 
Cocain I I .o 
Colcliicin 2. I 

Coniin 13.0 
Corlutnin 5 .B 
Cor>*clin 7. I 
Curarin I r .o 
~-Diclilormctli~l-clinictli?-l~crl,crill 10.&k 

I~imctli~ltul.~ot:~~r~~rin 9.9 
Einctin S.g 
Eplicclrin TO.0 

15rgonictrin 3.S 
Escrin IO.5 

Fluorocurin S.0 

Galcgin J.1 .s 

Glnucin 3.s 
I-Iarniin 2 * G 

Heroin 9. .j 
I-Ionzatropin~~Ianclcls#urctrol~~lcstcr) IO.Ll 

L-I-Iyoscyalriin IO.3 
Hydrastin 0.1 
Hyclrastinin 13.” 

2.S 
0 

s.0 
I .o=j 

0 

0 
‘2 . I 
0.G 

7,s 
0 

2 4.3 
3.0 
3.2 

5 *3 
I ,7 

10.0 

0 

1 .q. 
- 

7*L s 

s.7 
- 

.IO.G 

1.3 
- f 
s.0 

1O.S 

0.3 
0 

'2 . S-j 
IO.0 

0.g 
0 

1 I-3 
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TABEI,I,E sv (I~ortsctzung) . . 
---- ._.-. 

VCY/JiftdZftfgC~: PII 6.q prr ro._.j 

Jcrvin 
Kotarnin 
Lupanin 
Lupinin 
nlezcalin 
Morphin 
Narccin 
Narcotin 
Nicotin 
Papaverin 
I?ilocarpin 
Pipcrin 
Protopin 
I?rotovcratrin 
Sanguinarin 
Scopolamin 
Sempervirin 
Spartein 
Strychnin 
Tetraliyclropalxliatin 
Tropacocain(Benzoes~iurcpseuclotrop~~lcstcr) 
Tropin 
Tubocurarin 
Veratrin 
Yohimbin 

5.3 
12.5 
.I 0.G 
12.1 
.I 0.2 

10.0 

‘2 . 6 

5 -4 

.I ‘. .3 

3.0 
10.6 

0.4 
7.7 
0.5 
1.1 

10.4 
0.5 

r0.S 
S -5 
4. 1 

10.3 

J4.5 

8.4 
(5.2 
G.S 

0 

1o.s 
8.7 

10.5 
S.2 
2 . S _j 

I .Gs 

0 

4 - .j 
0 

I.95 

0 

3.9 
- 
0.0 
3.3 
0.0 
9.9 
0.0 
0.0 
s.s 
0.0 
4.7 
1.4 
I .o 

von Humins5.uregemischen, die sonst recht schwierig ist, gelang ScxIEl;FJx3 31 nl. 
mittels HVE und Ktihlung mit ChlorbenzollOG. 

Auch Alkaloide, soferne sie geniigend wasscrlijslich sind, lassen sich gut papier- 
elektrophoretisch untersuchen. Es liegen such zahlreiche Untersuchungen (s. in den 
&Ionographienl”, 72,78t 1-1391J4) \For, die aber meist bei niedrigen Spannungsgefkillen 
durchgefiihrt worden sind. Von diesen Arbeiten sol1 nur eine von M~RINI-BETTOLO~‘“,‘~ 

angefiihrt werden, weil clort eine grijssere Anzahl von Alkaloiclen unter den gleichen 
Versuchsbedingungen und bei verschiedenen pH-Werten untersucht wurden. Linen 
Ausschnitt davon gibt die Tabelle XV. 

Mittels Hochvoltelektrophorese wurde von KUHN UND MICHL eine systematische 
Untersuchung der Tabalcalkaloicle clurchgefiihrt, die dabei gefundenen Wanclerungs- 
geschwincliglceiten zeigt die Tabelle XVI. 

Aus diesen Zahlen lsssen sich gewisse %usammenh&e zwischen der elektrischen 
Wanderungsgeschwindigkeit und der chemischen Konstitution erkennen. So wanclern 
Verbindtingen, bei denen ein N-Atom sekund3.r gebunden ist (Nor-Verbindungen) 
schneller, als die entsprechende Verbindung mit einem dreifach substituiertem N- 
Atom : Nornikotin ist schneller als Nikotin, Anabasin geschwin.der als N-Methyl- 
anabasin und so fort. Ferner wandern such die mit einer aliphatischen Seitenlcette 
versehenen Verbindungen Metanilcotin und N-Methylmetanikotin schneller als die 
entsprechenden cyclischen Derivate. Tabal~alkaloitle mit Doppelbinclungen im zweiten 

Litevntaw s. rl-glrzr. 
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Mctnnikotin 
i\lcthvl-metanilrotir~ 
Nornikntin 
Anabasin 
Nilcotin 
_~\natabin 
N-Mcthylanabasin 
N-Rlcthylanatabili 
Myosniin 
Osyniltotin 
Niltoton 
Nikotyrin 
Norniltotyrin 

12.7 

1’2.5 

J2.3 

10.7 

12. c 
1O.J 
10. I 

JO.0 

S.0 

3.9 
3.4 
3 .L? 
1.5 - 

- ._--__.-- -~--.-- --- 

Ring- der erste ist ja bier auf alle FZlle ein Pyridinring-zeigen eine geringere 
13eweglichkeit, als solche mit gckittigten Systemen, so ist etwa Anatabin (Piperiden- 
Ring) langsamer als Anabasin (Piperidin-Ring). 

Das abweichende Verhalten von Nilcotyrin uncl Nornikofyrin ist clurch Adsorp- 
tionserscheinungen beclingt. Unterwirft man sie n2mlich mit dem zur HVE’ verwen- 
deten Puffern einer Papierchromatograpliie, so findet man IZI~, Werte von 0.66 (Niko- 
tyrin) bzw. 0.37 (Nornikotyrin) gegen etwa 0.9 der anderen Stoffe; es scheint claher 
vcrst%.ndlich, class ihre Wanderungsgeschwindiglceit entsprechend ltleiner sein wird. 
Diese Erscheinung ist iibrigens such bei anderen All~aloiclen relativ h&iufig anzutreffen. 
So wanderte bei einer Untersuchung ‘r~on Suchtmitteln loa Cocain zwischen Coclein 

uncl Morphin, wZhrenc1 man auf Grund cler Dissoziationskonstanten eine schnellerc 
Wanderung erwarten sollte. 

Uber die Untersuchung anorganischer Stoffe mittels HVE liegen nur vereinzelte 
Mitteilungen vor. Der Verfasser’” trennte seinerzeit Cu+2 von Ccl+z, wobei clas Cu+2-1011 

wider Erwarten langsamer als das Cd+2-Ion wanderte. WERNER UND TVESTPH~K 
erhielten verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten fiir Fe+2, Co+z, Ccl+2, Pb+2, 
Cu+2 und Fe+3 in einem AmeisensZure-Essigs2iuregemischl3”. SCHIER konnte ein 
Gemenge von Lit- , Na+- uncl I<+-Ionen zerlegen uncl die einzelnen Ionen quantitati\l 
bestimmenlO7. WIEIXND UND PFLEIDERER untersuchten eine Anzahl von Derivaten 
cler Phospl~ors2iure1*11. 

Die meisten cler zahlreichen, bei niecleren Spannungsgef%llen durchgefiihrten 
Untersuchungen (vergl. Monographien, besonders die van LIZDIZRIZR~~) lassen sich 
&ch mit cler HVE machen, wobei clie Trennwirkung oft betrkhtlich gesteigert 
werden kann. Ein Gemisch einiger seltener Erden konnte 2.13. miihelos nach clen in 
der Literatur70~i~~l”~ beschriebenen Verfahren aufgetrennt werden (Fig. S). 

LilelY-llzlr~ s. 1rg/rz. 
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Es \vurde such versucht, Isotope mit cliesem Verfahren zu trennena. IJONN~N 
et nZ.1” gclang auf clieie Weise eine teilweise Entmischung van “Wa und z’fNa. 

Wie schon mehrfach betont worclen ist, besclirtinkt sicli der An~v~nclungsbereicli der 
HVE keineswegs nur auf die bier besprochencn Substanzklassen ; ihre Einfiihrung 
cliirfte bei den meisten cler bisher papierelcl~tropl~oretisch untersuchten nieclermole- 
kularen StofTcn eine Verbesserung uncl Beschleunigung clcr Auftrennung mit sic11 
bringen. 

Recht angenehm ist es clabei, class man bei Stofffcn deren Dissoziationskonstanten 
bekannt sincl, die \Vanclerungsgescl~wincligl~eit in1 Vorhinein absclGi.tzen kann. Um- 
gekelirt ist e s aber such ohne weiteres mtiglich, unbekannte Dissoziationskonstanten 
durch Vergleich mit bekannten StoFfen ungefshr zu bestimmen, wozu man nur s&r 
wenig Substanz bentitigt. Man kann aucll die Dissoziationsl;onstante eines zun2iclist 
nicht iclentifizierten Stoffes sch#tzen uncl clann dazu passencle Substanzen-die 
Substanzlclasse ist ja aus der angewencleten Farbreaktion bekannt-in Tabellen- 
werken suchen. Es konnten zurn Beispiel nach clieser Metllocle im hiesigen Institut 
wiederholt organische %iuren, wie sie beim Abbau von Naturstoffen mit Kalium- 
permanganat entstehen, erkannt werdenHi. 

Im iibrigen gestattet schon clie Wanclerungsrichtung bei unbekannten organi- 
schen Stoffen Riickschliisse auf clas Vorhanclensein ocler Fchlen von Carbosyl- oder 
Aminogruppen. Benachbarte Hyclrosylgruppen lassen sich durcb ihre Reaktion mit 
Borat erkennen”” uncl Carbonylgruppen in manchen 1Wlen durch die Wanclerung in 
bisulfith5ltigen Puffern. 

Die HVE wurde au& schon oft bei organisch synthetischen Arbeiten eingesetzt. 
So treten ,beispielsweise bei cler Synthese von Tosylargininmethylester aus Arginin 
vier Reaktionsproclukte auf uncl zwar Arginin, Argininmetlzylester, Tosylarginin uncl 
Tosylargininnietliylester ; I<xcI<I-181”@NU‘L trennte cliese vier Substanzen innerhalb von 50 
min bei pH 7.3 und GoV/cm. In einem ancleren Fall methylierte er Histiclin mit Methyl- 
j odid in fliissigem Ammoniak :, die clrei irn Reaktionsgemisch vorhanclenen Produkte 
I-Methylhistidin, 3-Methylhistidin und Ausgangsmaterial konnten in z 1/2 Stunden 
getrennt werclen 6‘1. Bei der Kolbeschen Svnthese mit &Naphthol entsteht u.a. ein ” 
Gemisch von /3-Naphthol-I-carbonsgure uncl /3-Napbthol-3-cnrbons%ure, clas, wk. 
WIELAN~UND PFLEIDERER zeigtenl‘u, innerhalb von 3 Stunclen zerlegt werclen konnte. 
Die gleichen Autoren analysierten mittels HVE such die bei cler Nitrierung von 
Phenolen anfallenden Produkte141 uncl mehrere anclere bei Synthesen von organischen 
Verbinclungen anfallende Stoffgemische. 

Bisher wurden bei solchen Versuchen haupts~chlich w2issrige Pufferliisungen ver- 
wenclet, Durch die Anwendung wasserarnier ocler nicht&isseriger Usungsmittel 
lassen sic11 aber viele bisher noch nicht erfasste Stoffgruppen untersuchen, cloth da5 
muss weiterer Arbeit vorbehalten bleiben. 
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