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EINLEITUNG

Die Einfithrung 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 Lésungsmittel, die langen Versuchszeiten
und die schwer erkennbaren Zusammenhinge zwischen Rp Wert und chemischer
Konstitution den Wunsch nach einem Verfahren, das diese Nachteile vermeidet und
eine einigermassen vergleichbare Trennwirkung aufweist.

Die von WIELAND UND Fi1scHER!%.13 pneuentdeckte Papierelektrophorese—als
eigentlicher Erfinder gilt, wenn man von elektrokapillaranalytischen Verfahren$!
absieht, PauL K6N1G%,9__schien sich dafiir zu eignen. Bei dieser Methode werden
die verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten von Substanzen im elektrischen
Feld zu ihrer Trennung ausgeniitzt. Ein Streifen Filtrierpapier dient dabei als Trédger
fir das leitende Lésungsmittel und das Substanzgemisch, das durch den Einfluss des
angelegten elektrischen Feldes in die einzelnen Komponenten zerteilt wird. Dieses
Verfahren war sehr einfach und elegant. Mit 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 Spannungsgefillen von etwa 2-10 V/cm arbeiten
konnte; auch war die Trennschirfe fiir niedermolekulare Stoffe oft unbefriedigend.
Beide Eigenschaften hingen, wie folgender vereinfachende Gedanke zeigt”, eng
zusammen : hat man z.B. auf einem Fleck von 0.5 cm Durchmesser zwei Substanzen
aufgetragen und vergrossert sich dieser wihrend der Versuchsdauer von 0.5 auf
I cm, so muss man die Substanzen mindestens 1 cm weit auseinanderziehen, um eine
Auftrennung erkennen zu konnen. Hilt man nun die Versuchsdauer so kurz, dass
keine Vergrésserung der Flecken eintritt, so geniigt der halbe Weg oder man bekommt
auf der gleichen Trennstrecke eine doppelt so gute Aufirennung. Da eine Vergrésserung
der Flecken im genannten Ausmass bei niedermolekularen Stoffen schon innerhalb
von 2 Stunden eintreten kann®, ist eine Verbesserung der Trennschirfe nur bei
‘deutlicher Steigerung der Wanderungsgeschwindigkeit zu erwarten. Nach dieser
Uberlegung miisste also eine drastische Erhéhung des Spannungsgefilles die ge-
wiinschte Verbesserung des Auflésungsvermégens mit sich bringen. Erhéht man aber
bei der Elektrophorese das Spannungsgefille, so steigt die Wanderungsgeschwindig-
keit linear, die entwickelte Joulésche Wirme wichst aber mit dem Quadrat. Eine
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moglichst gute Ableitung dieser Wirme ist deshalb eine unerlidssliche Voraussetzung
fiir Versuche mit héheren Spannungsgefillen. Die damals {iblichen Gerite fiir Papier-
elektrophorese waren naturgemiss diesen Anforderungen nicht gewachsen und auch
der Ausweg, die Pufferkonzentration und damit die Stromstirke und die Joulesche
Wirme zu vermindern, ist nur in Ausnahmefillen gangbar??,84,109, Auch die Apparatur
von BERRAZ12, von der behauptet wurde?2.78, dass sie eine gewisse Ahnlichkeit mit der
in Fig. r und 2 dargestellten Apparatur besisse, wire mangels jeder Kithlvorrichtung
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Fig. 2. 1. Filtrierpapierstreifen. 2 Organlsches Losungsmittel. 3. Glasgchss 4. Mit Zellulosepulver

verdickter ]’uffcr 5. Elektrode (Ag/AgCl). 6. Klammer.

vollig ungeeignet gewesen. Am besten schien sich noch fiir das Arbeiten bei hohen
Spannungsgefillen die Apparatur von CREMER UND TISELIUS zu eignen?8. Hier wird
der Filtrierpapierstreifen zwischen Glasplatten eingebettet und in ein Chlorbenzolbad
versenkt. Das garantierte wohl eine ausgezeichnete Kiihlung, gab aber bei nieder-
molekularen Stoffen hiufig verwaschene Diagramme.

-In der Folge wurde dann vom Verfasser eine Anordnung beschrieben, die den
Anforderungen einigermassen gerecht wird und Spannungsgefille bis etwa 50 V/cm
gestattete™. Tiir Untersuchungen, die bei diesem oder héheren Spannungsgefillen
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durchgefithrt wurden, prigten WEsTPHAL und Mit. den Namen ‘‘Hochvoltelektro-
phorese’’ 138, Diese Bezeichnung, die physikalisch nicht genauer umrissen werden
kann und soll, hat sich allgemein durchgesetzt und wird auch im Folgenden verwendet
werden. '

Seit dieser Zeit ist eine ganze Reihe von Apparaten entwickelt worden. Es gibt
auch eine ganze Anzahl von Mdoglichkeiten der Kiithlung8, bevorzugt werden aber
zur Zeit nur zwei Systeme: Apparaturen mit fliissigen und Apparaturen mit festen
Wirmeaustauschern.

APPARATE

Apparate mit fliissigen VW drmeaustauschern?s.b1,62,08,79,95,102, 104,106, 115, 118, 122,125

Solche Apparate lassen sich oft mit primitiven, in jedem Labor vorhandenen Hilfs-
mitteln zusammenstellen. Trotz ihrer Einfachheit erreicht ihr Auflésungsvermogen
bei vielen Stoffklassen das der weiter unten beschriebenen, um Gréssenordnungen
teueren Gerdte mit festen Warmeaustauschern. Nachteile sind die etwas umstind-
lichere Handhabung und das Losungsvermogen des flitssigen Wirmeaustauschers
fiir manche Substanzen. .

Diese Apparaturen bestehen im Wesentlichen (Fig. 1 und 2) aus einem senkrechten
Zylinder (3), der mit einem organischen L&sungsmittel (2) gefiillt ist und oben und
unten Elektrodengefisse mit den Stromzufiihrungen (4, 5) enthilt. In dem hier
gezeigten Apparat ist in einfachster Weise das obere Elektrodengefiss mittels einer
Klammer (6) am Rande eines Standglases befestigt. Die Elektrodenrdaume fiillt man
mit einem Brei aus Puffer und Zellulosepulver. Ein Filtrierpapierstreifen wird mit
der Pufferlosung befeuchtet und leicht zwischen Filtrierpapier abgepresst. Dann
trigt man mittels eines Pinsels oder einer Kapillare die Substanz in Form eines
Striches normal zur Léngsrichtung des Streifens auf und hiéngt ihn zwischen die
Elektrodengefisse. Hierauf setzt man die beiden Elektroden (5) ein—dieser Stand
ist in Fig. 1 festgehalten—und fiillt das Gefidss mit Toluol oder einer anderen orga-
nischen Fliissigkeit. Jetzt kann der Strom eingeschaltet und der Versuch begonnen
werden.

Wird nun der Streifen durch den elektrischen Strom ‘‘geheizt’’, so gibt er die
Wirme an die organische Phase ab und diese gerdt in Konvektion; sie steigt auf und
sinkt. lings der kithlen Gefisswand zu Boden. Diese Art der Wirmeableitung ist
recht wirksam, sie ldsst sich durch die Verwendung einer kriftigen Aussenkiihlung
leicht weiter steigern. Es konnen auf diese Weise bis zu 0.2 W/cm? der Streifenfliche
abgefithrt - werden. Auch waagrechte Anordnungen des Streifens wurden schon
beschrieben?5,95,106,118  hjer kann die Kithlwirkung mittels eines’ Rithrers verbessert
werden. ,

Die organische Phase soll einer Anzahl Anforderungen, wie Nichtmischbarkeit
mit den verwendeten Puffern und untersuchten Substanzen, leichte Entfernbarkeit
vom Filtrierpapier, Feuersicherheit, keine Beldstigungen der E‘xpefimentierenden
durch Dimpfe usw. geniigen. Empfohlen wurden unter anderen Chlorbenzol?, Hexan
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bzw. Heptan?!, Tetrachlorkohlenstoff’” und Toluol®. Tabelle' I gibt eine Ubersicht

tiber die in diesem Zusammenhang interessierenden physikalischen und chemischen
Eigenschaften# 26, 57,

Bei Apparaturen mit fliissigen Kithlmedien ist die Handhabung von iibergrossen
Gefidssen oft umstédndlich. Deshalb ist die Linge des Filtrierpapierstreifens und damit

TABELLE 1

Stoff H"a'r:nclcilza_hl in j.fislichkcit n Damp /:lr{lc’k , Temperatur der l""‘.’:fo‘{;?;':lﬁ:ﬁg“' '
cal ~em=1.grad ! «sec™? Wasser (giroo ml) in Torr bei 20 Selbstentziindung it Laft
Chlorbenzol 0.00030 0.049 (30°) 9 — —
Heptan 0.00034 0.0052 (16°) 35 233° 1-6Y%,
Tetrachlorkohlenstoff 0.00028 0.077 (25°) 91 - ) —_
Toluol 0.00036 0.063 (25°) 22 549° 1.3-7%

der Trennweg begrenzt. Es wurde aus diesem Grunde vorgeschlagen, den Streifen
nicht gerade zwischen die Elektroden zu hingen, sondern ihn zu winkeln!22,125 jhn
zick-zack zu fiihren?, 196 oder auf Rollen zu wickeln®, 145,

Der Filtrierpapierstreifen soll, wie bereits erwi#hnt, zwischen Filtrierpapier
abgepresst und verhiltnismissig trocken (Gewicht des lufttrockenen Streifens:
Puffer etwa wie 1:1.2) eingehéingt werden. Damit in diesem Falle der iiberschiissige
Puffer nur langsam aus den Elektrodengefissen angesaugt werden kann, sind diese
mit einem Brei aus Filtrierpapier und Puffer8!,122 auszufiillen. Ohne diese Vorsichts-
massnahme besteht die Gefahr, dass die aufgetragene Substanz weggeschwemmt
wird (‘‘Dochteffekkt’”) und zerrinnt.

Fir linger dauernde Versuche ist es ferner zweckmiissig, reversibel arbeitende
Elektroden zu verwenden, z.B. wie in Fig. 1 und 2 zwei Silber/Silberchlorid Elek-
troden, die durch ein Diaphragma von den Elektrodenridumen getrennt werden.

Apparate mit festen W drmeaustauscherni?, 27,32, 43,82,90,133,134, 140

Die zweite Art von Apparaturen fithrt die Joulesche Wirme an gekiihlte, elektrisch
isolierte Platten ab. Man kann den Filtrierpapierstreifen zwischen zwei solche Flichen
legen?3, 82, oft geniigt auch nur eine und der Streifen wird mit einer Platte aus einem
durchsichtigen Material bedeckt. Eine Apparatur dieser Art87:.90, die seit 6 Jahren
ohne wesentliche Anderung oder Reparatur im hiesigen Institut in Verwendung
steht, zeigt die Fig. 3 und 4.

Sie besteht im wesentlichen aus einem Kiihler (3), der mit einer Glasplatte (2)
bedeckt ist. An den Enden befinden sich Puffergefisse (5), die durch Stromschliissel
(6) mit den reversibel arbeitenden Elektroden (8) verbunden sind. Alle diese Bestand-
teile werden von dem Kunststoffgehduse (9) aufgenommen.

Zu Beginn des Versuches wird der halbfeuchte Filtrierpapierstreifen (1) auf die
Glasplatte (2) gelegt und die Substanz aufgetragen. Die leitende Verbindung von
Filtrierpapierstreifen (1) und Puffergefiss (5) erfolgt durch ein Stiick eines mit einem
Docht aus Filtrierpapier versehenen pufferfeuchten Zellophanschlauches (4). Nach
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Fig. 4. 1. Iiltrierpapierstreifen. 2. Glasplatten. 3. Kiihler. 4. Zellophanmembran. 5. Puffergefiiss.
G. Stromschliissel. 7. Elektrodenkammer. 8. Elektrode (Cu/CuCl,). 9. Gehiuse.

dem Bedecken des Streifens mit einer Glasplatte (2) werden die Elektrodengefisse (8)
und die mit Puffer gefiillten Stromschliissel (6) eingesetzt, das Geh&duse (g) mit einem
(hier nicht gezeigten) Deckel geschlossen und die Verbindungen mit der Stromquelle
hergestellt.

Einige Bedeutung kommt dem Feuchtigkeitsgehalt des Streifens zu$2.86,130, Vom
Standpunkt einer mdéglichst gaten Wirmeableitung aus, wire es natiirlich giinstiger,
den Streifen so nass einzulegen, dass die Pufferlésung in direkten Kontakt mit der
Kiihlfliche kommt; das entspriche einem Verhiltnis des Gewichtes vom lufttrockenen
Streifen: Puffer von 1:2.0-2.5. Bei einem solchen Vorgehen wiirde aber das Auflésungs-
vermégen stark herabgestzt, da Puffer und Substanzlgsung viel leichter verrinnen.
Ausserdem herrschen in dem Pufferfilm zwischen dem Filtrierpapierstreifen und der
Kiihlfliche andere Wanderungsbedingungen, wie im Filtrierpapier selbst. Legt man
aber, wie oben gefordert, einen verhiltnismissig trockenen Streifen (Gewicht des
lufttrockenen Streifens: Puffer gleich 1:1.0-1.2)8% ein, so wird dieser durch die Zellu-
losefasern von der Kiihlfliche in einem bestimmten Abstand von einigen hundertstel
Millimetern gehalten werden. Wir haben also eine sehr enge ‘‘feuchte Kammer”’ vor
uns, wie sie in gerdumiger Ausfithrung die Niedervoltelektrophorese beniitzt. Um
Literatur S. 119/r2r.
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einen Streifen mit einem gewiinschten Feuchtigkeitsgehalt reproduzierbar herzu-
stellen, zieht man ihn erst durch die Pufferiésung, quetscht ihn dann zwischen Filtrier-
papier oder mit Hilfe éiner Art Wischewrangel'33,13t ab und kontrolliert sein Gewicht.
Ein so hergestellter halbtrockener Streifen hat das Bestreben, nach dem Einlegen in
die Apparatur frischen Puffer aus den Puffergefissen anzusaugen, weshalb man ihn
mittels der Zellophanmembrane von Fliissigkeitsstromungen isoliert. Bei der Appa-
ratur von FosTER32 wird auf diese Massnahme verzichtet und man lidsst die im elek-
trischen Feld wandernde Substanz gegen die Pufferstrémung anlaufen; die in diesem
Apparat gefundenen Beweglichkeiten (¥, s.a. Tabelle X) sind offenbar deshalb auch
viel kleiner, als sie sonst gefunden wurden?®2.

Von der durch den elektrischen Strom im Streifen entwickelten Wirme soll ein
moglichst grosser Anteil durch Warmeleitung und nicht in Form von Verdampfungs-
wirme abgegeben werden. Das Losungsmittel des Puffers destilliert sonst auf die
Kiihlflichen 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 Anfirben ein charakteristisch marmoriertes Aussehen erhilt (s.a.
Tabelle V). Méglichst hydrophob gehaltene Kiihlflichen (silikonisiertes oder mit
Vaseline gefettetes Glas, PVC-Platten o.i.) foérdern das Auftreten von Ubersit-
tigungserscheinungen und vermindern dadurch die Kondensation. Eine weitere recht
wirksame Massnahme ist die Herabsetzung der Dampfspannung des Puffers oder
zumindest des Partialdruckes vom Wasser. Dies lédsst sich durch Arbeiten bei niedrigen
Temperaturen—etwa von o bis + 5° —erreichen, wodurch die Verwendung von
Kiihlaggregaten erforderlich wird133,134, Beim Arbeiten mit niedrigen Temperaturen
steigt aber die Viskositit des Puffers stark an (s. Tabelle IT), um diese zu iiberwinden,
muss man im gleichen Masse das Spannungsgefille steigern. Wie die Tabelle IT zeigt,
hat man das Spannungsgefille bei 0° fast zu verdoppeln, wenn man die gleiche
Wanderungsgeschwindigkeit wie bei 20° erreichen will. Dieser Effekt wird unter
Umstinden noch durch die Temperaturabhingigkeit des Dissoziationsgrades ver-
schérft. ' :

Eine wesentlich einfachere, aber nicht so universell anwendbare Methode, den
Partialdruck des Wassers herabzusetzen, hat man durch Zusatz bestimmter Stoffe
zum Puffer. Man erhilt dann bei vielen bisher untersuchten Stoffklassen fast ebenso
gute Auftrennungen, wie mit den kostspieligen Kiihlaggregaten®?. So vermag (Tabelle
IT) z.B. ein Zusatz von 10% Aceton den Partialdruck des Wassers nahezu zu halbieren.
Beim Versuch dunstet dann das Aceton bevorzugt ab, kondensiert an der Kiihlfliche
und wird von dort wieder aufgesaugt. Da aber die mit dem oben genannten Gemisch
koexistierende Dampfphase ca. 80% Aceton enthilt und die rueisten untersuchten
Stoffe nicht 16st, treten keine St6rungen auf®’.

Bei Puffern, die verhiltnismiissig grosse Mengen an schwach dissoziierenden
Verbindungen enthalten, z.B. dem Pyridin-Essigsiurepuffer?, tritt dieser Effekt
schon an sich auf. Glycerin und #hnliche Stoffe eignen sich im vorliegendem Fall
kaum als Zusitze; sie erhShen die Viskositit des Puffers viel zu stark, ohne den
Partialdruck des Wassers entsprechend zu senken.

Literatur S. 119frzr.
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Das Spannungsgefille und die Stromstirke sind nach oben durch die beschrinkte
Fiahigkeit der Apparatur, dic Stromwidrme abzufithren, begrenzt. Von grosser Be-
deutung fiir den Warmeaustausch ist das Material, aus dem die Kiihlerfliche besteht.
An dieses werden recht widersprechende Anforderungen gestellt: es muss einerseits
ein elektrischer Isolator sein und eine hohe Durchschlagsfestigkeit besitzen, anderseits
soll es aber Wiarme gut leiten. Nach der Widemann-Franzschen Regel gehen aber

TABELLE II4,57,67

Spannungsgeféille, die
gleiche Wanderungs-

Temperatur Partialdruck des Viskositit geschwindigheiten ergeben
in*C Wassers in T'orr in Zenlipoise (berechnet nach demn
Stokeschen Gesetz)
Viem
Wasser o 4.58 .78 89
Wasser 10 9.20 1.30 65
Wasser 20 17.53 I1.00 50
Wasser mit 10 (Gew.) Y% Accton 20 8.0 1.18 59
Wasser mit 10 (Gew.) 9% Glycerin 20 17.0 .3 65

beide Leitfdhigkeiten parallel. Von den iiblichen Werkstoffen zeigen Glas (Tabelle
III) und keramische Massen das giinstigste Verhalten. Beim Arbeiten mit nicht
wiassrigen Losungsmitteln® sind sie auch viel resistenter gegen die organischen
Fliissigkeiten als z.B. Kunststoffe. Wenn manche Apparaturen trotzdem vollig aus
PVC oder Polymethacrylsdureestern gebaut sind, so liegt das an deren geringer
Zerbrechlichkeit und leichter Bearbeitungsmoglichkeit.

Die erforderliche Dicke der Isolierschicht hingt von der Grésse der Apparatur
und damit von der gesamten an diese gelegten Spannung ab. Kleinere Apparate

TABELLIE 1L+,

Durchschlagsfestigkeit
in kVimm (nach
VDE 03c3)

Weirmeleitzahl in
cal scm”tesec™ o grad’?

Luft 0.0000062 ctwa 1

Polyvinylchlorid (PVC) 0.00039 50
Polymethacrylsidureester 0.0004 3 40
Glas etwa o0.002 20—40
Aluminium ‘ 0.585 —_—

gestatten zwar nur einen kurzen Trennweg, man kommt aber mit diinneren, also
besser Wiarme ableitenden Isolierschichten aus® und kann dementsprechend stédrkere
Spannungsgefille verwenden. Auf diese Weise kann man noch Wirmemengen die
einer Leistung von einigen zehntel Watt/cm? entsprechen, ableiten. Die meisten
anderen Apparate—besonders solche mit Kunststoffplatten—sollten nicht stirker
als mit 0.05-0.1 Watt/cm? belastet werden. Tabelle III gibt eine Ubersicht tiber die
Wirmeleitfihigkeit und - Durchschlagsfestigkeit einiger in Hochvoltapparaturen
verwendeter Materialien.

Literatur S. rrgfrar.
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Der Wirmeaustausch in Apparaten mit festen Kiihlflachen ist viel komplizierter
als in Apparaturen mit flissigen Wirmeaustauschern. Es muss erst die diinne Luft-
schicht zwischen dem Streifen und der Kiihlfliche, dann die Isolierschicht und
eventuell noch eine Metallschicht {iberwunden werden, ehe das kithlende Wasser oder
die Sole die Wirme aufnimmt. Jede Unregelmissigkeit in der Wirmeableitung ver-
ursacht Verzerrungen der Substanzzonen, 1° Temperaturunterschied bewirkt einen
Unterschied von etwa 3% in der Wanderungsgeschwindigkeit?, Der Filtrierpapier-
streifen muss also sehr sorgfiltig auf die Kiihlfliche aufgelegt und fixiert werden. In
den meisten Fillen geniigt dazu eine plan geschliffene Glasplatte (Spiegelglas); bei
manchen Apparaten ist eine eigene Spannvorrichtung vorgesehen33,134,

Apparate fiir spezielle Zwecke

(@) fiir grosse oder kleine Substanzmengen. Die im Bisherigen geschilderten Methoden
und Apparate gestatten Trennungen von Substanzmengen, die in der Gréssenordnung
von 10-% bis 1073 g liegen. Grdssere Mengen kann man, wie in dem Kapitel iiber
Proteine kurz geschildert werden wird, durch HVE in diinnen Platten z.B. aus
Starke®* 140 oder durch freie Zonenelektrophorese’® trennen. Fiir die Untersuchung
kleinerer Substanzmengen, etwa 10-%-10-7 g sind eigene Apparate erforderlich
(z.B. 31,93,127)  Als Triger fir den Puffer werden dabei gequollene Fiaden oder diinne
Flissigkeitsfilme verwendet. Da sich diese sehr leicht kithlen lassen, kann man sehr
hohe Spannungsgefille anlegen®”. e :

(b) fiir Elekirophorese und Chromatographie. Durch die Verkniipfung der Hoch-
voltelektrophorese mit chromatographischen Verfahren kann das Auflésungsvermogen
stark gesteigert werden. Der allgemein anwendbare aber miihevolle Weg ist der, dass
man die Substa“izen nach jedem Arbeitsgang isoliert und dann neu auftriagt. Einfacher
ist es, ein zweidimensionales Diagramm dadurch herzustellen, dass man in der einen
Richtung die Elektrophorese, am besten mit einem fliichtigen Puffer, durchfiihrt und
nach dem Trocknen in der zweiten Richtung nach den Regeln der Papierchromato-
graphie entwickelt5%.92, Natiirlich kann man, wie es DURRUM schon vor lidngerer Zeit
gezeigt hat?, auch in der zweiten Richtung bei einem anderen pH Wert elektro-
phoretisch trennen.

(c) fiir isoelektrische Trennungen. Gewohnlich trennt man die Substanzen auf
Grund ihrer verschiedenen elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten im
Papierstreifen. Sie lassen sich aber auch auf Grund ihrer verschiedenen isoelektrischen
Bereiche oder allgemein durch eine pH Abhingigkeit ihrer Wanderungsgeschwindig-
keit trennen (z.B. 119), Dazu ist es notwendig, einen pH-Gradienten in der Richtung
des elektrischen Feldes aufzubauen und zeitlich konstant zu halten. Ersteres gelingt
relativ leicht z.B. durch Diffusion zweier Puffer mit wverschiedenem pH, durch
Elektrolyse an einem Halbleiter usw.; die zeitliche Konstanz erreicht man nur sehr
schwer und das ist wohl auch der Grund, warum trotz einer Anzahl hier nicht naher
besprochener Versuche nicht das Auflésungsvermégen einer normalen Hochvolt-
elektrophorese erreicht werden konnte, zumindest nicht bei niedermolekularen
Stoffen.

Literatur S. r19/ra1.
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PUFFER UND LOSUNGSMITTEL FUR DIE HOCHVOLTELEKTROPHORESE (HVE)

Die Wahl des richtigen Lésungsmittels bzw. Puffers ist fiir eine gute Auftrennung
ebenso wichtig, wie die Apparatur selbst. Es geniigt nicht immer, den pH Wert des
Puffers zwischen die p/K{-Werte der zu untersuchenden Substanzen zu legen2? bzw.
bei einer Komplexbildung die analogen Funktionen zu beriicksichtigen, man miisste
auch u.a. Adsorptions- und Verdringungserscheinungen in Rechnung stellen. Am
leichtesten gelingt das noch bei den Adsorptionserscheinungen. Das Untersuchungs-
material wird mitdem zur Elektrophorese bestimmten Puffer papierchromatographiert.
Schweifbildung und Rp-Werte kleiner als 1 lassen bei der Elektrophorese ebenfalls
eine Schweifbildung in der Richtung zum Auftragungsort und langsame Wanderung
erwarten. Das ist vor allem bei basischen organischen Stoffen, etwa Alkaloiden und
Farbstoffen, sehr ausgeprigt. Auch das scheinbar paradoxe Verhalten von Arginin
bei der Papierionophorese—es wandert trotz eines hoheren isoelektrischen Punktes
oft langsamer als Lysin—kommt so zustande. Manchmal erhilt man zwar Trennungen
gerade durch solche Adsorptionserscheinungen, meist sind sie aber sehr unerwiinscht.
Eine Therapie im Falle von echter Adsorption an die Zellulosefaser ist schwierig; sie
gelingt oft nur bei der Verwendung wasserarmer oder nicht-wissriger Lésungsmittel
oder durch die Beniitzung von Kunststoffpapier, z.B. dem aus PVC-Fasern beste-
hendem ““Rhovylpapier’” 1oor der Fa. Schleicher und Schiill®’,116, Im letzteren Fall
muss man allerdings wegen der ungleichmissigen Textur des Papieres gewisse Ver-
zerrungen der Bande in Kauf nehmen. Ist die Adsorption durch Ionenaustausch
(freie Carboxylgruppen in der Zellulose) bedingt, so geniigt oft die Verwendung von
Erdalkaliionen-héltigen Puffernso.81.87; im iibrigen treten oft, besonders bei anorga-
nischen Ionen, Verdringungserscheinungen ein, die eine Auftrennung eher férdern.

Niedermolekulare Stoffe, die nicht adsorbiert werden, zeigen meist eine Schwanz-
bildung in der Wanderungsrichtung. Diese wird vor allem bei einer zu starken Be-
ladung des Papiers mit Untersuchungsmaterial deutlich. An den Stellen grésserer
Konzentration wandert nidmlich die Substanz langsamer, als an den Stellen kleinerer
und zwar deshalb, weil dort die Feldstirke durch die griossere Leitfihigkeit herab-
gesetzt wird, Kleinere Konzentrationen sind an der Front und an der Riickseite der
Zone und hier wandert auch die Substanz schneller. An der Front wandert sie in den
Puffer hinein, verteilt sich auf eine gréssere Fliche und macht damit die Grenze
zwischen der Substanzzone und dem 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
behandelt!1?.129,131,

Bequemer als salzhiltige Puffer sind vielfach Loésungsmittel mit fliichtigen
Bestandteilen, da sie durch einfaches Trocknen oder Absublimieren aus dem Streifen
entfernt werden kénnen. Bisher bewihrten sich vor allem Lésungen mit Ameisen-
sii.7. -Essigsduregemischen (um pH 2)%; Pyridin-Essigsiure (pH 3.5-6)51.7,102;
Amnioatak—Ameisensaure bzw. Essigsdure (pH 6-10)3:8; Trimethylamin—Ameisen-
sauv:  Essigsidure und Kohlensiure (pH 3-6 und 7-12)?%; Collidin-Essigsdure (um

~
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pH 7)#2; Ammoncarbonat (um pH &)2!; weniger Erfahrung liegt noch mit Collidin-
Salzsiure (pH 6.5-8.3)?", Mono- bzw. Tridthanolamin-Salzsdure (pH 6.5-11)'%0 und
dhnlichen Gemischen vor.

Wie bereits erwihnt, ist es in 1nanchen Fillen giinstiger, von Wasser als Haupt-
bestandteil des Lésungsmittels absugehen und andere Fliissigkeiten zu verwenden.
In solchen Systemen tritt oft eine Verringerung stérender Adsorptionserscheinungen
ein und es kénnen auch wasserunljsliche Stoffe untersucht werden. Nachteilig macht
sich oft die geringe Leitfihigkeit dieser Lésungsmittel und auch der Umstand, dass
Filtrierpapier nicht in ihnen quiilt, bemerkbar. Ferner kénnen fiir diese Versuche nur
Apparate, die Kiithlflichen aus Glas besitzen, Verwendung finden.

DURRUM UND PAUL zeigten z.B., dass eine Anzahl organischer Farbstoffe, die in
wissrigen Puffern stark adsorbiert werden, in hochprozentigem Alkohol noch be-
friedigend wandern®®. Kristallviolett, ein Farbstoff, der von gequollener Zellulose
stark zuriickgehalten wird und deshalb bei einem normalen Papierelektrophorese-
versuch nicht wandert, bewegt sich sehr deutlich in verschiedenen organischen
Loésungsmitteln (Tabelle IV),

TABELLIL IV

I anderungsweeg in cm
Lasungsmittel Dielektrizitéitskonstante Vishositit in Zentipoise 20" hei 9o Voom und 20 min
Versuchsdauer

.

Athyvlenglykol 41.

2 19.9 0.7
Nitromethan 39.4 0.66 3.8
Dimethylformamicl 36.7 3.7 6.0
Nitrobenzol 35.7 2.01 3.2
Athanol 28.8 1.19 4.2
Isopropanol 26.0 2.30 5.0
n-Butanol 19.2 2.95 2.5
Pyridin 13.0 0.95 4.0
Athyvlendichlorid 10.5 0.83 0.7

Bei der Wahl des Losungsmittels sollte man erwarten, dass nach der Coehnschen
Regel und dem Stokeschen Gesetz solche mit hoher Dielektrizitdtskonstante und
niedriger Viskositdt am besten geeignet sein miissten. Aber auch hier gibt es, wie man
in der Tabelle am Beispiel"des Dimethylformamides sehen kann, Ausnahmen.

Da die Dissoziation in den organischen L&sungsmitteln meist geringer als im
Wasser ist, muss das Untersuchungsmaterial geniigend leicht in einen ionisierten
Zustand iibergehen. Bei an sich nicht ionisierbaren Stoffen gelingt dies durch Einbau
entsprechender funktioneller Gruppen. HasHimoTo4%® flihrte zum Beispiel Triterpene
durch Behandeln mit Schwefeltrioxyd in Sulfosiuren iiber, die er dann in Butanol-
Essigsiure weitgehend auftrennen konnte.

In jingerer Zeit wurden auch geschmolzene anorganische Salze als Elektrolyten
verwendet, als Triger diente Asbestpapier?. In einem solchen System gelang, wie
von den Autoren an einer anderen Stelle dieser Zeitschrift ausfiithrlich berichtet wird,
die Trennung von Isotopen.
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EINIGE BE! DER HOCHVOLTELEKTROPHORESE AUFTRETENDE FEHLER UND DEREN BEHEBUNGWR?

Symptom

Ursache

Behebung

Substanzzonen sind deutlich
begrenzt, aber verzerrt

Substanzzone hildet
Halbmond

Substanzzone erscheint
marmoriert und verwaschen

Abnormale Wanderungs-
geschwindigkeiten

Papicr trocknet und ver-
glimmt an scharf begrenzten
Streifen oder wird bei fliiss.
Wirmeaustauschern durch-
sichtig

Schweifbildung ¢» der
Wanderungsrichtung

Schweifbildung enigegen-
gesetzt der Wanderungs-
richtung

Untersuchungsmaterial
bildet Streifen bis zum
Start zuriick

Schrumpfung der Substanz-
zone

Ungleichmdissige Erwirmung,
Tonenstirke, pH oder FFeuch-
tigkeit; nugleichmaiissige -
Textur des Papiers; ungleich-
miissiges Trocknen

Kiihlung am Streifenrand ist
stiarker als in der Streifenmitte

Kiihlung reicht nicht aus,
Kiihlfliche zu nass

Streifen muss iiberail gleich-
miissigen Kontakt mit Kiihlfliche
haben, gleichmiissig feucht sein
usw, Gleichgewicht nach dem
Einlegen abwarten, ev. Entsalzen.

Seitlich Streifen auflegen®s. 133,134,
Wiirmeentwicklung vermindern,

Kiihifliche hvdrophob und
trocken halten, eventuell senk-

- rechten Wirmegradienten

Dochteffekt?!, Strom setzt aus.
Elektroosmose (bes. bei
hohen pH Werten und in
Glaspapier), Puffer gefroren

Papier ist schlecht abgedeckt
(bes, in der Nidhe der Puffer-
gefisse), in Puffergefassen
und Streifen sind nicht die
gleichen Puffer, pH-Verschie-
bungen, Kiihlmittel ist nicht
mit Puffer gesittigt

Zu hohe Konzentration an
Untersuchungsmaterial,
seltener; pH Effekt??

Adsorption, seltener: pH
Effekte

Material war nicht ganz
gelost, Papier wurde an-
geritzt!do

Substanz wurde mit cinem
anderen Losungsmittel auf-
getragen (2.3, aus Alkohol)14¢

anlegen!??,

Zellophanbarrieren iiberpriifen,
Stromstérke kontrollieren, nicht
wandernde Substanz zur Erken-
nung des Ausgangspunktes
zugeben.,

Ergibt sich aus Ursache.

Ergibt sich aus Ursache, Ionen-
stiirke des Puffers erhéhen.

Bei moglichst niedrigen pH
Werten arbeiten, organische
l.ésungsmittel zum Puffer geben,
Puffer mit organischen Basen oder
Erdalkaliionen verwenden, Glas-
faser- oder Kunststoffpapier
beniitzen!1,87,110,

Ergibt sich aus Ursache.

Ergibt sich aus Ursache.

Aminosduren

UNTERSUCHTE SUBSTANZKLASSEN

Aminosiduregemische sind schon oft mittels der Hochvoltelektrophorese (HVE)
untersucht worden?, 2,45, 50, 51,62,79,89,102, 115, 133, 134,140, 141 Mjt ihr konnte sogar eine
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Fig. 5.

Fig. 5. Apparat nach Fig. 3; 40 V/em, 2 mA/cm Streifenbreite; 120 min; 10°. Lésungsmittel:
3 ml 80%, Ameisensédure, 12 ml Eisessig, 15 ml Aceton auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt (pH r.9).
Anfarbung: o0.29, Ninhydrin in Butanol.

Fig. 6. Apparat nach Fig. 3; 33.5 V/cm, 3.7 mA/cm Streifenbreite; 9o min; 10°. Lésungsmittel:
2 ml Pyridin, 4 ml Eisessig, 15 ml Aceton auf 100 ml mit Wasser auigefiillt (pH 4.4). Anfiirbung:
0.29%, Ninhydrin in Butanol.

neue Aminosiure(8-Oxyleucenin) im Hydrolysat des Knollenblitterpilzgiftes nach-
gewiesen werden42, |
Die Zerlegung eines Gemisches der natiirlichen Aminosiuren, etwa eines Proteirn-
hydrolysates, gelingt am besten bei pH Werten um 245,62,89,115,133,134  \Wije 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 Aminosiuren genauer untersuchen, so
bietet die HVE der Papierchromatographie gegeniiber Vorteile. Es lassen sich z.B.
viele nicht a-Aminosduren in Pyridin-Essigsdurepuffern von pH Werten um 4.5
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leicht neben den anderen Aminosiduren erkennen und auftrennen:; sie wandern dann
zwischen den Monoaminomonokarbonsduren und den Hexonbasen® (Fig. 6). Auch
die saueren Aminosiuren (z.13. Cystinsdure, Asparaginsiure und Glutaminsidure)
werden innerhalb von wenigen Minuten bei diesem pH getrennt™ %, Eine Treunung
der basischen Aminoséduren, besonders von Arginin und Lysin wird durch Adsorptions-
TABELLE VI
QUOTIENT DER \V..-\NI.')ERUNGS\VEGE vaN .-\.\IINOSKURE/ALA.\'IN“] ZIT KATHODIZ
Ameisensiure-Essigsiuregemisch®? von pH 1.9

Aminosdure Quotient

Lysin 1.}
Histidin 1.20 .
Arginin 1.27
Glycin 1.15
Alanin 1.00
Serin .84
Valin 0.82
f.eucin 0.77
Isoleucin 0.77
Methionin 0.72
Glutaminsidure 0.69
Asparaginsédure 0.64
Tyrosin 0.55

erscheinungen stark behindert. Sie ist auf Zellulosepapier oft nur bei héheren pH-
Werten (z.B. in 0.1 N Sodalssung) méglich®’. Der Nachweis erfolgt dann zweckmaissi-
gerweise mit 1,4-Naphthochinonsulfonsaurem Natrium (Folins-Reagenz) an Stelle
des sonst tiblichen Ninhydrins.

Pepride

Die erste systematische Untersuchung von niedrigen Peptiden mittels HVE fiihrten
KickHOFEN UND WESTPHAL® durch. Bei Verwendung einer einfachen Apparatur mit
TABELLE VII
TRENNUNG VON PEPTIDEN

Wanderung zur Kathode in ecm, 70 V/cm, 1.1 mA/cm Streifenbr. Ameisensiure—Essigsituregemisch
™ A >
von pH 1.9, 60 min.

LPeptide Wanderung
cim

Alanylglycin 22.8
Glutathion 5.6
Glutaminylglycin 18.3
Glycin 16.4
Glveylglycin 23.9
Glyeylglyeyvlglyvein 21.4
Glycylleucin 1a.7
" Glveylleucylalanin 18.3
Glycylvalylalanin 18.8
Glycyltyrosin 16.5
Lecucylglycin 19.4
Leucylglycylglycin 17.9
Leucyltyrosin 15.6
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flisssigem Wirmeaustauscher konnten sie eine Anzahl Di- und Tripeptide auftrennen.
(s.a. Tabelle VII)

Ahnliche Trennungen von synthetisch hergestellten Gemischen niedriger
Peptidets. 133,131 wurden seither wiederholt beschrieben und ebneten damit den Weg
zur Trennung von partiellen Proteinhydrolysaten. Hier erwies sich die HVE oft als
Methode der Wahl!:108, So verwendeten sie SANGER und Mit. bei der Festlegung der
Schwefelbriicken des Insulins!®? und bei der Untersuchung von Schweine- und
Schafinsulin?®: 5, REDFIELD UND ANFINSEN beniitzten sie zur Zerlegung der beim
enzymatischen Abbau von Ribonuklease erhaltenen Peptidgemischel® 10, Diese
Autoren beschrieben auch die Trennung von DNP-Peptiden mittels HVE, Um die bei
diesen Verbindungen auftretenden Adsorptionserscheinungen zu bekimpfen und um
die Loslichkeit zu erhéhen, empfehlen sie dem Puffer reichlich Harnstoff zuzusetzen.
Bei den gewdhnlichen Peptiden ist jedoch von so einem Zusatz abzuraten, da die
desorbierende Wirkung hier gering ist und die Ninhydrinreaktion gestort wird.
Tursa UND Esser!?? verfolgten den zeitlichen Einbau von MC in Aminosiuren,
Peptide und Proteine bel Zugabe von markiertem Acetat zu Torulahefe und trennten
die dabei anfallenden, sehr komplexen Gemische mittels HVE und Papierchromato-
graphie. C

Auch zur Untersuchung hdéherer Peptide, wie sie in verschiedenen Proteo-
hormonen vorliegen, konnte die HVE verwendet werden. So wurde mit ihrer Hilfe
Choriongonadotropin aus Urin®, Oxytozin und Vasopressin aus Hypophysen-
extrakten®”. 121, sowie ein oxytozisch wirkendes Peptid aus partiell hydrolysiertem
Serumeiweiss!?* isoliert.

Schon KI1CKHOFEN UND WESTPHAL zeigten, dass sich die im Urin vorkommenden
Peptide gut mittels HVE untersuchen lassen®s. HEILMEYER und Mit. bauten diese
Methode aus und fithrten ausserordentlich umfangreiche Untersuchungen der im
menschlichen Serum (Rest-Stickstoff) und anderen Koérperfliisssigkeiten vorhandenen
Aminosduren, Peptide und biogenen Amine durch?!: 32, Es ist hier nicht maoglich auf
diese Arbeiten und ihre klinischen Aspekte einzugehen, sie sollen einer Monographie
dieser Autoren vorbehalten bleiben.

Proteine

Fir die Trennung von Proteinen ist die HVE in der beschriebenen IForm wenig
geeignet. Nur in giinstigen Fillen wurden Ergebnisse erhalten, die mit denen der
normalen Niedervoltelektrophorese konkurrieren kénnen81,109,.118 Angonsten tritt be-
sonders in halbfeuchten Streifen meist ein Verschmieren und Verzerren der Bande
ein. Gute Trennungen in Zellulosepapier sind nur dann zu erwarten, wenn dicses
sehr nass (Trockengewicht:Puffer wie 1:2.0-2.5) zur Anwendung gelangt und gas-
formige Wiarmeaustauscher verwendet werden. Es ist allerdings in diesem Tall nicht
leicht, eine ausreichende Kiihlung zu erreichen. Von den bisher untersuchten Mdoglich-
keiten (z.IB. Abgabe der Wirme an gut leitende Gase wie Wasserstoff oder Helium?,
Abgabe durch Strahlung$t, Einhédngen in eine stehende Nebelkammer553,84) ist es noch
immer am einfachsten, eine Kiihlung durch Verdunsten des Puffers, bzw. dessen
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Loésungsmittel zu erreichen. Die dabei auftretenden Dochteffekte® % lassen sich
durch eine entsprechende Form des Filtrierpapiceres (Trapez- oder Kreisform13,s4)
zu einer Verbesserung der Trennwirkung ausniitzen. Die dabei erreichbaren Span-
nungsgefiile liegen um 20 V/cm.

Man kann auch auf die Verwendung von Zellulosepapier {iberhaupt verzichten
und andere Stoffe oder Versuchsanordnungen zur Stabilisierung des Puffers her-
anziehen. Solche sind z.B. Kunststoffpapier!®, Stirke oder #hnliche hydrophile
Pulver®: 13 Gele aus Stidrke oder dhnlichem Material!?® und geeignet geformte Elek-
trophoresekammern®5, In allen diesen Fillen ist ein Arbeiten mit Spannungsgefillen
von 20-50 V/cm méglich, soferne man fiir eine wirksame Kiihlung sorgt (Apparat mit
festem Wirmeaustauscher) und die Versuchsanordnung moéglichst flach baut®?,
Erfahrungen liegen vor allem fiir das Arbeiten in diinnen Stdrkeschichten vor, es
konnten in ihnen Gemische empfindlicher Enzyme weitgehend zerlegt und unter-
sucht werden (z.13.83.141), Als sehr erfolgreich erwies sich die von SmiTHIES eingefithrte
Elelktrophorese in konzentrierten Stirkegelen!!3, In diesen Gelen tritt neben der
elektrophoretischen Auftrennung durch eine Art Ultrafiltration auch eine Fraktio-
nierung nach der Teilchengrésse ein. Unter diesen Versuchsbedingungen konnten
menschliche??3,114, 111 ynd tierische Sera® weiter als mit irgend einer anderen elektro-
phoretischen Methode zerlegt werden.

Biogene Amine

In Elektropherogrammen von biologischem Material findet man hidufig zwischen den
basischen Aminosiduren und der Kathode einige nur zart mit Ninhydrin angefdarbte
Bande. Es handelt sich hier meist um biogene Amine.

Ihr Vorkommen im Harn untersuchte eingehend WEeEBER?3? und spiter HONEG-
GERSS, Es wurden unter anderem Ammoniak, Methylamin, Dimethylamin, Athylamin,
Colamin, Pyrrolidin und Piperidin durch Papierionophorese in Citratpuffer von pH
3.8 und durch nachfolgende Papierchromatographie® getrennt. Eine Anzahl der von
HEILMEYER und Mit.51.52 im enteiweissten Serum (Rest-Stickstoff) nachgewiesenen
Amine konnte von GAYER?? identifiziert werden. Diese Amine wurden aus dem sehr
komplexen Gemisch mit Natriumtetraphenyloborat (Kalignost, Tetragnost) geféllt,
der Niederschlag mit Salzsiure zersetzt und durch Ausschiitteln mit Ather vom

TABELLIE V11142
QUOTIENT DER WANDERUNGSWEGE DES AMINS/ARGININ

Pyridin—-Essigsiure—Wasser—809%, Ameisensiiure wie 1:10:89:13.5; pH 2.2; Kiihlung mit Heptan;
etwa 6o V/cm.

Amin Quolient Ninhydrinfarbe

5-Hydroxyvtryptamin 0.65 blaugrau
Adrenalin 0.75 —
Tryptamin 0.87 blauviolett
Tyramin 0.97 blassviolett
~Arginin 1.co blauviolett
Histamin 1.066 violett
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fiberschiissigen Reagenz getrennt; nach dem Einengen wurden sie mittels HVE
untersucht. Die Tabelle VIII gibt iiber die Beweglichkeit einiger dieser Stoffe Aus-
kunft. Dieses Verfahren eignete sich auch gut zum Nachweis biogener Amine in
tierischen Giften®?.

Recht gut lassen sich auch mit der HVE eine Anzahl von Guanidinderivaten

TABELLE IX
TRENNUNG VON GUANIDINDERIVATEN™

Wanderung zur IKathode in em; 15 V/em; o.4 mA/ecm Streifenbr.; Veronalpuffer pH 8.6; ¢ = o.1;
120 min; 10° Anfirbung mit ¢-Naphthol-Diacetyl-Reagenz.

Guanidinderivat Wanderung
cm

Citrullin 3.2"
Glycocyamin 3.85
Creatin 4.00
v-Guanidinobuttersiiure 4.00
Arginin 8.05
Arcain 10.70
Dimethylguanidin 12.85
Agmatin 13.00
Methylguanidin 13.90
Guanidin 14.90

“Mit Ehrlichs Reagenz nachgewiesen.

trennen, die man dann spezifisch am Papier nachweisen kann. Einen Anhaltspunkt
fiir die zu erwartende Wanderungsgeschwindigkeit gibt die Tabelle I1X73.

Kohlenhydrate und mehrwertige Alkohole

Die Fidhigkeit von Kohlenhydraten und mehrwertigen Alkoholen mit Borsiure
Komplexe zu bilden, ist seit langem bekannt (vergl. die zusammenfassenden Darstel-
lungen von BOESEKEN?® und Z1TTLEMS), Erst seit Ende 1952 aber begann man diese
Eigenschaft zur Trennung von Kohlenhydratgemischen mittels elektrophoretischer
Methoden auszuniitzen?5 32,48,8,82, So konnte vom Verfasser gezeigt werden®?, dass
man mittels HVE in einer 0.08 molaren Boraxlésung eine Anzahl Zucker, mehrwertige
Alkohole und Phenole trennen und Zusammenhinge zwischen Wanderungsgeschwin-
digkeit und Struktur erkennen kann. Diese Versuche wurden in der Folge bestitigt
und erweitert. So untersuchten WERNER UND WESTPHALL33,134,135 Kohlenhydrate,
die in Pyrogenen vorkommen; GRoss*3,44 beschiftigte sich u.a. mit Disacchariden
und einem neuen Trisaccharid, der Kestose. Er trennte ferner ein Gemisch von
Glykol, Glycerin, Erythrit, Sorbit, Mannit und Dulcit in einer 0.05 A Boraxlésung?®,

Quantitative Angaben tiiber die Beweglichkeiten von Kohlenhydraten und
mehrwertigen Alkoholen wurden mehrfach gemacht?3. 48.82,117, Dije Verschiedenheit der
Versuchsmethodik—vor allem in Hinblick auf den Puffergehalt des Filtrierpapieres

und der Beriicksichtigung des Dochteffektes —macht einen direkten Vergleich dieser

Angaben nicht durchfiihrbar. Das bei weitem umfangreichste Material stammt von
FosTER®-3 und die Tabelle X ist nach seinen Angaben zusammengestellt.
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TABELLE X
QUOTIENT DER WANDERUNGSWEGE SUBSTANZ[GLUCOSE

Apparatur nach IFosTER?2; 15-22 V/ecm?®h?; Boratpuffer etwa pH 10 (7.44 g Borsiure in 1 1 N/1o0
Natronlauge-—vom Autor manchmal irrtiimlich als 0.2 M bezeichnet)?,

Kohlenhydrat Quotient Literatuur
Amylopectin o.25" 37
Amyvlose o.18"" a7
1,4-Anhydro-p-dulcit 0.47 a5
1,5-Anhydro-z-desoxysorbit 0.20 39
1,6-Anhydro-#-p-glucopyranose 0.00 39
2,5-Anhydro-p-mannit 0.04 9
1,5-Anhydro-n-xylit 0.00 390
L-Arabinose 0.96 17
D-Arabit 0.90 17
Athyl-2-desoxy-u-n-glucopyranosid 0.17 39
Athyl-2,3-didesoxy-u-p-glucopyranosid  o.10 a0
Athyl-u-p-glucofuranosid 0.70 30
Athyl-A-p-glucofuranosic 0.65 39
}'\thyl-a-r)-glucopyranosigl o.17 30
Ccellobiose N 0.28 34
1-Desoxy-p-arabinose O.41 36
1-Desoxy-D-glucose 0.20 a8
2-Desoxy-D-ribose 0.33 17
1,3-Dihydroxyaceton 0.78 17
2,3-Dimethyl-p-glucose 0.12 31
2,4-Dimethyl-p-glucose 0.05 i
3,4-Dimethyl-p-glucose 0.31 34
2,3-Dimethyil-L-rhamnose 0.02 32
2,4-Dimethyl-L-rhamnose 0.046 32
3.4-Dimethyl-L-rhamnose 0.36 a2
Dulcit (Galactitol) 0.98 17
meso-Erythrit 0.75 17
D-Fructose - 0.90 17
L-Fucose 0.8¢g 17
D-Galactose 0.93 17
L-Galaheptulose 0.89 17
Gentiobiose 0.75 34
0.72 17
Dp-Glucose 1.00""" 9,17,82-35,87,30
D-Glucose-r-phosphat 1.10 17
D-Glucuronsiure 1.20 17
DL-Glycerinaldehyvd 0.79 17
Glycerin 0.44 17
D-Glycero-n-galaheptit 1.00 17
p-Glycero-p-mannoheptit 0.92 6
Glycogen o0.318 37
Lactose 0.38 a4
Laminaribiose (3-(f-Glucosido)-glucose) 0.69 34
D-Lyxose 0.67 o1
Maltose 0.3648 a7
iso-Maltose 0.69 31
p-Mannit 0.90 17
p-Mannoheptulose 0.87 17
n-Mannose 0.72 17
Melezitose o.22 17 (LFortselzung S. 110)

* Scheinb. Tonenbeweglichkeit (IDef. bei 13%) 0.51-69 108 cm? V-1 sec—! (Ref. 37).
** Scheinb. Ionenbeweglichkeit 0.35—-57+ 1078 cm? V—1 sec—1 (Ref. 87),
*** Scheinb. Ionenbeweglichkeit 2.26—2.74 1070 cm? V=1 sec—! (Ref. 37),
§ Scheinb. Ionenbeweglichkeit 0.61—-0.90 10-% cm?2 V=1 scc—! (Ref. 37),
§§ Scheinb. Ionenbeweglichkeit 0.81—1.08 107% cm? V-1 sec—! (Ref. 37),
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TABELLE X (Fortsetzung)

vor. 1 (1958)

Kollenhydrat Quoticent Literatur
Meclibiose 0.80 a4
Methyl-a-p-arabofuranosid 0.035 9
Methyl-u-L-arabofuranosid 0.0325 9
Methyl-g-n-arabofuganosid 0.035 #
Methyl-u-pD-arabopyranosid 0.40 46
Methyl-f-p-arabopyranosid 0.40 48
Methyl-a-p-fructofuranosid 0.60 35
Methyl-g-p-fructofuranosic 0.04 35
Methyl-g-D-fructopyranosid 0.71 35
Methyl-g-p-fructopyranosid 0.59 35 *
Methyl-g-p-galactofuranosid 0.41 35
Methyl-f-p-galactofuranosid 0.31 a5
4-Methyl-p-galactose 0.27 B
Methyl-u-p-glucofuranosid 0.73 35,39
Methyl-a-p-glucopyranosid 0.09 R
o.l1 a0
Methyl-f-p-glucopyranosid 0.19 39
2-Methyl-p-glucose 0.23 i
3-Methyvl-p-glucose 0.82 34
4-Methyl-p-glucose 0.2 a4
6-Methyl-p-glucose 0.82 a4
Methyl-B-p-gulopyranosid 0.72 45,87
Methyl-u-p-lyxopyranosid 0.45 a6
Methyl-f-np-lyxopyranosid 0.26 46
Methyl-a-p-mannopyranosid 0.42 35
Methyl--D-mannopyranosid 0.31 46
Methyl-(4-O-methyl)-S-pD-glucopyranosid o.oo A9
Methyl-a-pD-xylofuranosic 0.30 4
Methyl-f-p-xylofuranosid 0.30 a0
Methyl-a-n-xylopyranosid 0.00 50
Methyl-f-p-xylopyranosid 0.00 39
meeem12y0-In08It 0.53 L
Nigerose 0.69 17
,2-O-Isopropyliden-u-np-glucofuranose 0.73 9,35, 80
Raffinosc 0.28 17
L-Rhamnose 0.52 17 .
D-Ribose 0.77 17
Saccharose 0.18 17
0.17 39
a-Schardinger Dextrin o.I4 a7
f-Schardinger Dextrin o.rz a7
Sophorose (2-(3-Glucosido)-n-glucosce) 0.33 17
Sorbit (Glucitol) 0.89 17
a,u-Trehalose 0.19 17
«,p-Trehalose 0.23 30
B.p-Trehalose 0.20 a9
2,3,4-Trimethvl-n-glucose 0.00 44
2,3,6-Trimethyl-p-glucose 0.00 44
3,5,6-Trimethyvl-n-glucose 0.71 a4
n-Xylose 1.00 17

Es wurden auch Betrachtungen {iber Zusammenhinge zwischen der Anordnung
der Hydroxylgruppen und der Wanderungsgeschwindigkeit der Boratkomplexe
angestelltt: 34,82, Am wirksamsten sind, wie man auch schon aus 7T sitfihigkeits-
messungen wusste!?, 148, ¢is-stindige OH-Gruppen am C, und C, ¢! . . «. Blockiert
man die glykosidische Hydroxylgruppe etwa mit einer Methylg.:vppe, sc 7eigt dieses

Literatur S. r1gjrar.
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Glykosid meist eine viel geringere Beweglichkeit, als der freie Zucker. Daneben sind
aber auch, wie die merkliche Beweglichkeit des Methylgalaktosides zeigt, benachbarte
alkoholische OH-Gruppen des Ringes wirksam. In einigen IFdllen (Methylxylosid)
muss man sogar eine Komplexbildung an nicht cis-stindigen Hydroxylgruppen
oder wie bei dem Glukose-z-methyldther (‘“‘2-Methylglucose”) eine Beteiligung von
Aldehydstrukturen in Erwidgung ziehen?®!.

Eine andere Moglichkeit, Kohlenhydrate zur Wanderung im elektrischen Feld
zu bringen, besteht in einer geeigneten Substitution der Carbonylgruppe, was z.13.
durch Verwendung von einer o.4 A Natriumbisulfitlésung als Puffert! oder durch die
Umwandlung in die N-Benzylglycosylammonium Verbindung® cintritt. Besonders
im ersten Fall besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Wanderungs-
geschwindiglkeit und der Teilchengrosse?.

Eine Wanderung tritt auch bei einigen mehrwertigen Alkoholen in Bleiacetat
oder Natriumarsenit enthaltenden Puffern aufio,

Cyclite

Zahlreiche mehrwertige cyclische Alkohole wandern in Boratpuffern mit unterschied-
lichen Wanderungsgeschwindigkeiten: 33,3, Fiir das Zustandekommen der Komplex-
bildung mit Borsiure und damit der Wanderung im elektrischen Feld kénnen zwei
strukturelle Eigenschaften von Bedeutung sein?:

(1) Cis-stindige Hydroxylgruppen (‘“Béesekenkomplexe’15), das ist der hdufigste

und der nach den bisherigen Anschauungen zu erwartende Fall. r gH 77
(2) “Tridentat-Komplexe” (s. nebenstehende Formel). o7 % H*
o

Die Bildung einer solchen Verbindung erfolgt in Sechserringen
mit 1,3,5 stdndigen Hydroxylgruppen in achsialer Stellung. Sie er-
kldrt (s. Tabelle XI) unter anderem die Beweglichkeit des ¢és-Phlo-
roglucites, des scvilo-Quercites und den nur geringen Verlust an L .

. . . . . . Iridentat-IKomplex
Beweglichkeit bei in 2 und 4 O-methyliertem myo-Inosit. des cis-Phloroglucites

Purine, Nucleoside wund Nucleotide

Diese Stoffklasse wurde hiufig mit papierelektrophoretischen Methoden untersucht,
wobei aber meist nur verhiltnismissig niedrige Spannungsgefille zur Anwendung
kamer19,20,60,77,112, 128,132 yejtere Angaben in den Monographien4,72,7,132, 143, 11

Bei hohen Spannungsgefillen trennten zuerst TURBA und Mit.125 die drei Adeno-
sinphosphorsiuren und einige Nucleoside in einem Pyridin—Essigsdurepuffer von
pH 6.45. CRESTFIELD UND ALLEN untersuchten verschiedene Nucleotide in Phosphat
und Boratpuffern; durch die verschiedenen Moglichkeiten der Komplexbildung mit
Borsidure versuchten sie 3’ und 5° phosphorylierte Verbindungen zu trennen?.

Mittels HVE, spektralanalytischen Methoden und Farbreaktionen bestimmten
MicHL uND HABERLER den Gehalt verschiedener Drogen an Purinen und methylierten
Xanthinen®., Adenin und Guanin liessen sich dabei leicht bei pH 3.6 trennen und mit
einem Br01np11e1101bla.1i~Reagenzss anfirben. Die Xanthinderivate trennte man bei
PH 10.6 (s. Tabelle XII).

Litevatur S. rrgfrar.
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TABELLE XI3
QUOTIENT DER BEWEGLICHKEITEN DES CYCLITES/GLUCOSE
Apparatur nach FosTERr??; ctwa 20 V/cm; o.0o12 M Boraxlésung.

Cyelit Stellung der OH-Gruppen Quotient

Inosite:

seyllo-Inosit - (1:3:5/2:4:6) 0.02
(+) Inosit (1:2:4/3:5:6) 0.28
neo-Inosit (1:2:3/4:5:0) 0.30
myo-Inosit (1:2:3:5/4:6) 0.30
muco-Inosit (r:2:4:5/3:6) 0.87
allo-Inosit (1:2:3:4/5:0) 0.54 ,
epi-Inosit (1:2:3:4:5/6) 1.50
cis-Inosit (alle cis) 1.60 n
Quercite:
scyllo-Quercit (1:3:5/4:0) 0.05
proto-Quercit (1:3:4/2:5) 0.03
ctm, (Y vibo-Quercit (r:2:4/3:5) 0.07
4 epi-Quercit (1:2:3:5/4) r.ry
cis-Quercit (alle cis) 1.60
Methylither des Inosites:
1-Methyl-myo-inosit(Bornesit) 0.02
z2-Methyl-myo-inosit 0.29
4-Methyl-myo-inosit(Ononit) 0.45
5-Methyl-myo-inosit(Sequoyit) 0.05
2-Methyl(—-)-inosit(Quebrachit) o.14
3-Methyl(+-)-inosit(Pinit) 0.2
1:3-Dimethyl-myo-inosit(Dambonit) 0.00
Cyclohexantriole:
1:3/2 Cyclohexantriol 0.00
1:2/3 Cyclohexantriol 0.08
cis-1:2:3-Cyvclohexantriol 0.05
cis-1:3: 5-Cyclohexantriol(Phloroglucit) o.rr
Cyclohexandiole:
trans-1:2-Cyclohexandiol 0.00
cis-1:2-Cyclohexandiol 0.0l
trans-1: 3-Cyclohexandiol 0.00
cis-1:3-Cyclohexandiol 0.00

: TABELLE XI1188
QUOTIENT DER WANDERUNGSWEGE DER SUBSTANZ/XANTHIN
In1 N NH,:1 N Essigsdure etwa z2o0:1; pH 10.6; 40 V/cm,

Substanz Quotient
Coftein ) 0.00
Theobromin 0.44
Hypoxanthin 0.83

" Xanthin 1.00
Theophyllin 1.14

Literatur S. 119/r2r.
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TABELLE XIII12¥

QUOTIENT DER WANDERUNGSWEGE DES NUCLEOTIDES/ORTHOI’HOSPHAT

113

1 1 Puffer enthélt g2 ml Buttersidure (etwa 1 N) und 1 g NaOH (o.025 N), pH etwa 6.4; 10 V/cm.

Nucleotid Quotient
Adenosin-z2’-phosphat 0.23
Adenosin-3’-phosphat 0.23
Adenosin-5’-phosphat o.21
Adenosin-5’-diphosphat 0.58
Adenosin-5’-triphosphat 0.860
Cytidin-z’-phosphat o.13
Cytidin-3’-phosphat 0.13
Dihydrodiphosphopyridinnucleotid 0.48
Diphosphopyridinnucleotid 0.13
Flavin-Adenin-Dinucleotid 0.36
Flavinmononucleotid 0.36
Guanosin-2’-phosphat 0.42
Guanosin-3’-phosphat 0.42
Orthophosphat ITonen 1.00
Uridin—é’—phosphat 0.55
Uridin-3’-phosphat 0.55
Uridin-5’-phosphat 0.55

TABELLE XLV
SCHEINBARE IONENBEWEGLICHKEIT VON ORGANISCHEN SAUREN

In cm? V-1 sec—! (Def. bei 18%) in verdiinnter Ameisenséiure pH 2.0; Apparatur nach Ref.!?,

Sdiere K10t I onif!il:z::v':'g?i?lllccit
Pikrinséure 3810 6.1
Oxalsdure 650 9.0
Dichloressigséiure 330 6.5
Maleinsdure 120 6.7
Brenztraubensdure 30 3.7
Monochloressigsédure 15 2.9
Aconitsidure 15 2.4
Fumarsiure 10 2.2
Weinsdure 0.8 2.3
Citronensiure 8.3 1.0
Sulfanilsdure 6.2 1.6
Apfelsiure 3.8 1.4
Glycerinsiure 2.3 1.2
Glykolsidure L.5 0.7
Itaconsiure 1.5 0.7
Milchsidure .4 0.7
Bernsteinsdure 0.04 0.2
Glutarsiure 0.47 o.1
Adipinsiure 0.33 o.1
Valeriansdure 0.16 0.05

Literatwr S. 119121,
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In der Literatur und in den oben angegebenen Referaten finden sich weitere
quantitative Angaben iiber die Wanderungsgeschwindigkeiten verschiedener hierher
gehorender Verbindungen, die bei der HVE eine schnelle Orientierung gestatten. Nur
bei Verbindungen, die leichter von Filtrierpapier acdsorbiert werden, etwa Guanidin-
derivaten, ist manchmal die Wanderungsgeschwindigkeit herabgesetzt. Auch die in
der Tabelle XIIT angegebenen Werte von WADE UND MORGAN® liessen sich unter
den Bedingungen der HVE reproduzieren.

Organische Sduren

Wasserlosliche organische Sduren lassen sich, soferne nur ihre Dissoziationskonstanten

Nd

Th

Start

Fig. 7.

FFig. 7. Apparat nach Fig 3: 40.3 V/em, 2.3 mA/ecm Streifenbreite; go min; 1o”. Lésungsmittel:
1.5 ml Pyridin, 5.5 ml Eisessig, 15 ml \cu.on aufl 1oo ml mit Wasser aufgefiillt (pH 4.1). Anféarbung:
10 mg Glucose, ; mg Arabinose in 3 ml Athanol 16sen und mlt 0.5 ml Anilin und 3 ml Butanol
versetzen; nach Besprithen auf 140° erhitzen®”.
Fig. 8. Apparat nach Fig. 3: 46 V/em, 1.1 mA/cm Streifenbreite; go min; 10°. Lésungsmittel:
15 ml Accton auf 1oo ml mit o.1 N Milchsiiure aufgefiillt. Anfirbung: 0.2%, Brenzkatechinviolett
in 2 N Ammoniak, nach Bespriihen Uberschuss mit dest. Wasser auswaschen®®.

Literatur S. rr9/r=2r1.
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geniigend verschieden sind, gut elektrophoretisch trennen™, 13, Besonders Gemische
von schwer oder nicht fliichtigen Oxy- und Dicarbonsiuren sind leicht zu unter-
suchen. Ifiir stédrkere Sduren wurden als L&dsungsmittel verdiinnte Ameisensiure
(etwa o.55 N; pH 2.0'9), fiir schwichere Pyridin-Essigsédure (pH 4.1)8 verwendet.
Der Nachweis kann dann nach dem Abdunsten des Puffers leicht mittels Indikatoren
oder anderen in-der: Papierchromatographie iiblichen Methoden erfolgen. Haltbare
Anfirbungen (s. Fig. 7) bekamen wir mit einer Art umgekehrten /LlCl\LI‘l‘l’lCll\VClSS7
Tabelle XIV und Fig. 7 zeigen cinige Beispiele.

Weitere Untersuchungen vor allem mit den in biologischen Materialien hiufig
vorkommenden Siuren stellte Gross?” an. Eine Trennung héherer Fettsiuren in
2 N NH;, wie sie BARNETT UND SMITH beschrieben haben?, ist mittels HVE wegen
zu starker Adsorptionserscheinungen in Filtrierpapier nicht gelungen. Die Auftrennung

TABELILIZ XV
ALKALOIDE, WANDERUNG ZUR KATHODE IN cm

LIKB-Apparat, 8 V/cm, Whatman No. 1 Papier, Versuchsdauer 180 min. Universalpuffer nach
Brirron usD Ropinson, 1:4 verdiinnt?® Nachweis: UV-Licht, Dragendorifs Reagenz, K-Jodo-

platinat.
erbindungen P Gy pH 10.5
Arecolin 13.6 2.8
Aspidospermin 8.7 o
Atropin (pL-Hyoscyamin) 10.7 S.0
Berberin 2.0 1.05
Bicucullin 6.2 o
Boldin 3.0 o
Brucin -~ 6.9 2.1
Bulbocapnin 3.3 0.6
Calebassin 8.0 7.8
Chelidonin 5.8 o
Chinin 7.6 2.5
Cinchonin 8.0 3.0
Cinchonidin 9.3 3.2
Cocain I1.0 5.3
Colchicin 2.1 1.7
Coniin 13.0 10.0
Corlumin 5.9 o
Corydin 7.1 1.4
Curarin Ir.0 —
N-Dichlormethyl-dimethylberberin 10.4 7.8
Dimethyltubocurarin 0.9 8.7
Emetin 8.5 —_
Ephedrin T0.0 10.6
Ergometrin 3.8 1.3
Eserin 10.5 —_— .
Fluorocurin S.0 8.0
Galegin 1.8 10.8
' Glaucin 3.8 0.3
Harmin 2.0 o
Heroin 0.5 2.85
Homatropin(Mandelsiurctropyvlester) I0.4 10.0
L-Hyoscyaiain 10.3 6.9
Hydrastin 6.1 o
Hydrastinin r3.2 11.3

(Fortsetzung S. 116)
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TABLELLE XV (TFortsetzung)

Verbindungen pH 6.4 pH ro.5
Jervin 5.3 o
Kotarnin 12.5 10.8
Lupanin 10.6 8.7
IL.upinin 12.1 10.5
Mezcalin 10.2 8.2
Morphin 10.0 2.85
Narcein 2.6 1.65
Narcotin 5.4 o
Nicotin 12.3 4.5
Papaverin 3.0 o
Pilocarpin 10.6 1.95
Piperin 0.4 o
Protopin 7.7 3.9
Protoveratrin 6.5 —
Sanguinarin 1.1 0.0
Scopolamin 10.4 3.3
Sempervirin 0.5 0.0
Spartein 10.8 9.9
Strychnin 8.5 0.0
Tetrahydropalmatin 4.1 o.0
Tropacocain(Benzoesiurepscudotropylester) 10.2 8.8
Tropin 14.5 0.0
Tubocurarin 8.4 4.7
Veratrin 6.2 1.4
Yohimbin 6.8 1.0

von Huminsduregemischen, die sonst recht schwierig ist, gelang SCHEFFER ¢¢ al.
mittels HVE und Kiithlung mit Chlorbenzol's,

Alkaloide

Auch Alkaloide, soferne sie geniigend wasserloslich sind, lassen sich gut papier-
elektrophoretisch untersuchen. Es liegen auch zahlreiche Untersuchungen (s. in den
Monographienl4,72,78,143,144) vor, die aber meist bei niedrigen Spannungsgefillen
durchgefithrt worden sind. Von diesen Arbeiten soll nur eine von MARINI-BETTOLO?5:76
angefiihrt werden, weil dort eine grossere Anzahl von Alkaloiden unter den gleichen
Versuchsbedingungen und bei verschiedenen pH-Werten untersucht wurden. Einen
Ausschnitt davon gibt die Tabelle XV,

Mittels Hochvoltelektrophorese wurde von KuHN UND MICHL eine systematische
Untersuchung der Tabakalkaloide durchgefiihrt, die dabei gefundenen \Vanderungs-
geschwindigkeiten zeigt die Tabelle X VT,

Aus diesen Zahlen lassen sich gewisse Zusammenh’ainge zwischen der elektrischen
Wanderungsgeschwindigkeit und der chemischen Konstitution erkennen. So wandern
Verbindungen, bei denen ein N-Atom sekundidr gebunden ist (Nor-Verbindungen)
schneller, als die entsprechende Verbindung mit einem dreifach substituiertem N-
Atom: Nornikotin ist schneller als Nikotin, Anabasin geschwinder als N-Methyl-
anabasin und so fort. Ferner wandern auch die mit einer aliphatischen Seitenkette
versehenen Verbindungen Metanikotin und N-Methylmetanikotin schneller als die
entsprechenden cyclischen Derivate. Taltakalkaloide mit Doppelbindungen im zweiten

Literalur S. r19[r21.
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TABELLE XVIw
SCHEINBARE IONENBEWEGLICHKELT

Scheinbare Tonenbeweglichkeit (Def %) in e, V-1, sec! bei ro”

Alkaloid

pH 5.0 pH .2
K-Biphthalat Puffert v.025 M Beraxidsung

Metanikotin 12.7 7.7
Methyl-metanikotin 12.5 7.0
Nornikotin 12.2 7.0
Anabasin 10.7 6.1
Nikotin 12,1 2.5
Anatabin 10.5 2.3
N-Methylanabasin 10.1 0.8
N-Mecthylanatabin 10.0 0.8
Myosmin S.0 0.8
Oxynikotin 3.9 0.7
Nikoton 3.4 0.7
Nikotyrin 3.2 o
Nornikotyrin 1.5 -— o.

LN

Ring—der erste ist ja hier auf alle Fille ein Pyridinring—zeigen eine geringere
Beweglichlkeit, als solche mit gesédttigten Systemen, so ist etwa Anatabin (Piperiden-
Ring) langsamer als Anabasin (Piperidin-Ring).

Das abweichende Verhalten von Nikotyrin und Nornikotyrin ist durch Adsorp-
tionserscheinungen bedingt. Unterwirft man sie ndmlich mit dem zur HVE verwen-
deten Puffern einer Papierchromatographie, so findet man Rr Werte von 0.66 (Niko-
tyrin) bzw. 0.37 (Nornikotyrin) gegen etwa 0.9 der anderen Stoffe; es scheint daher
verstidndlich, dass ihre Wanderungsgeschwindigkeit entsprechend kleiner sein wird.
Diese Erscheinung ist iibrigens auch bei anderen Alkaloiden relativ hiufig anzutreffen.
So wanderte bei einer Untersuchung wvon Suchtmitteln!®? Cocain zwischen Codein

und Morphin, wihrend man auf Grund der Dissoziationskonstanten eine schnellere
Wanderung erwarten sollte.

Amnorganische ITonen

Uber die Untersuchung anorganischer Stoffe mittels HVE liegen nur vereinzelte
Mitteilungen vor. Der Verfasser? trennte seinerzeit Cu+2 von Cd+2, wobei das Cu+t2-Ion
wider Erwarten langsamer als das Cd+2-Ion wanderte. WERNER UND WESTPHAL
erhielten verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten fiir Fet+?, Co+*2, Cd+2, Pb+*2,
Cu+2 und Fe*? in einem Ameisensiure-Essigsiuregemisch!®. ScHIER konnte ein
Gemenge von Li+-, Na+- und K+-Ionen zerlegen und die einzelnen Ionen quantitativ
bestimmen!??, WiEzLAND UND PFLEIDERER untersuchten eine Anzahl von Derivaten
der Phosphorsidurel#?,

Die meisten der zahlreichen, bei niederen Spannungsgefillen durchgefiihrten
Untersuchungen (vergl. Monographien, besonders die von LEDERER??) lassen sich
auch mit der HVE machen, wobei die Trennwirkung oft betrichtlich gesteigert
werden kann. Ein Gemisch einiger seltener Erden konnte z.1B. miihelos nach den in
der Literatur?:7,105 beschriebenen Verfahren aufgetrennt werden (Fig. 8).

Literatur S. 1rgjrzr.
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Es wurde auch versucht, Isotope mit diesem Verfahren zu trennen®. BONNIN
et al.l® gelang auf diese Weise ceine teilweise Lntmlqchung von 22Na und 2*Na.

AUSBLICIKK

Wie schon mehrfach betont worden ist, beschrinkt sich der Anwgndungsbereich der
HVE keineswegs nur auf die hier besprochenen Substanzklassen; ihre Einfithrung
diirfte bei den meisten der bisher papierelektrophoretisch untersuchten niedermole-
kularen Stoffen eine Verbesserung und Beschleunigung der Auftrennung mit sich
bringen.

Recht angenehmi ist es dabei, dass man bei Stoffen deren Dissoziationskonstanten
bekannt sind, die Wanderungsgeschwindigkeit im Vorhinein abschédtzen kann. Um-
gekehrt ist es aber auch ohne weiteres mdéglich, unbekannte Dissoziationskonstanten
durch Vergleich mit bekannten Stoffen ungefdahr zu bestimmen, wozu man nur sehr
wenig Substanz benétigt. Man kann auch die Dissoziationskonstante eines zunédchst
nicht identifizierten Stoffes schitzen und dann dazu passende Substanzen—dic
Substanzklasse ist ja aus der angewendeten Farbreaktion bekannt—in Tabellen-
werken suchen. Es konnten zum Beispiel nach dieser Methode im hiesigen Institut
wiederholt organische Siduren, wie sie beim Abbau von Naturstoffen mit Kalium-
permanganat entstehen, erkannt werden®.

Im iibrigen gestattet schon die Wanderungsrichtung bei unbekannten organi-
schen Stoffen Riickschliisse auf das Vorhandensein oder IFehlen von Carboxyl- oder
Aminogruppen. Benachbarte Hydroxylgruppen lassen sich durch ihre Reaktion mit
Borat erkennen® und Carbonylgruppen in manchen Fillen durch die Wanderung in
bisulfithéltigen Puffern.

Die HVE wurde auch schon oft bel organisch synthetischen Arbeiten cingesetzt.
So treten beispielsweise bei der Synthese von Tosylargininmethylester aus Arginin
vier Reaktionsprodukte auf und zwar Arginin, Argininmethylester, Tosylarginin und
Tosylargininmethylester; KIcKHOFEN® trennte diese vier Substanzen innerhalb von 50
‘min bei pH 7.3 und 60V/cm. In einem anderen Fall methylierte er Histidin mit Methyl-
jodid in flitssigem Ammoniak; die drei itn Reaktionsgemisch vorhandenen Produkte
1-Methylhistidin, 3-Methylhistidin und Ausgangsmaterial konnten in 21 Stunden
getrennt werden®. Bei der Kolbeschen Synthese mit 8-Naphthol entsteht u.a. ein
Gemisch von B-Naphthol-i-carbonsdure und B-Naphthol-3-carbonsiure, das, wie
WIELAND UND PFLEIDERER zeigten!d!, innerhalb von 3 Stunden zerlegt werden konnte.
Die gleichen Autoren analysierten mittels HVE auch die bei der Nitrierung von
Phenolen anfallenden Produkte!¥! und mehrere andere bei Synthesen von organischen
Verbindungen anfallende Stoffgemische.

Bisher wurden bei solchen Versuchen hauptsichlich wissrige Pufferlésungen ver-
wendet. Durch die Anwendung wasserarmer oder nichtwisseriger Loésungsmitte!
lassen sich aber viele bisher noch nicht erfasste Stoffgruppen untersuchen, doch das
muss weiterer Arbeit vorbehalten bleiben.

Literatuy S. r1gfrzr.
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