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k.2 = 7,0 ((1Viol/i) -1 ; rain -1 ; 25 ~ C) ; 

der Temperaturkoeffizient (per I0 ~ wurde zu 1,8 ermittelt ,  so da6~ 
behufs Verg]eiches a~f 0~ umgerechnet, 

7,0 
(]@~176 - -  4,3 - -  1,6. 

Dieser Zah]enwert ist yon dem yon /c 1 ( - -55)  so sehr verschieden, dag 
der Wirkungsweise der Salpetrigs~ure bei den beiden in Rede stehenden 
Umsetzungen nicht die gleiche Salpetrigsiiurereaktion zugeschrieben 
werden kann. 

Da es nun im Hinbliek auf die leichte Oxydierbarkeit  yon NO sehr 
naheliegend ist, da6 es der Schritt (A) und night der Sehritt (B) ist, 
fiber den dig HNOe-Oxydation verls 5, wie dies aueh yon Reinders 
und Vles angenommen wird, so muff dem Diazotierungsvorgang der 
Schritt (B)  zugeordnet werden. 

Die Entscheidung f~llt mithin zugunsten desjenigen Mechanismus, 
der yon E. D. Hughes, C. K. Ingold und J. H. Ridd und yon H. Schmid 
und Mitarbeitern entwiekelt worden ist. 

Z u r  K e n n t n i s  der  E l e k t r o p h o r e s e .  

I., kurze Mittei]ung: Apparative Schwierigkei~en und 
!~eh l e rque l l en  der  P a p i e r e l e k ~ r o p h o r e s e .  

T r e n n u n g  y o n  o r g a n i s e h e n  S~uren.  

Von 
II. Berbalk. 

=&us dem Institut ftir Organisehe Chemie der Teehniseher~ Hoehsehule Wien. 

(Eingelangt am 17. November 1954.) 

In  neuester Zeit hat  die yon Th. Wieland und E. Fischer ~ entwiekelge 
Papierelektrophorese (PE) als Modifikation der seit langem bekannten 
Elektrophorese allgemeine Beaehtung Ms selbst~ndiges Veffahren sowie 
als wertvolle Erg~nzung der Papierehromatographie gefunden. Die PE  
beniitzt die Wanderung geladener Teilehen im elektrisehen Potential- 
feld zur Auftrennung und Analyse yon Substanzgemisehen, wobei l~itter- 
papier Ms Stabilisator der erreiehten Endlage der Stoffe Verwendung 
finder. 

DaB die PE trotz groBer Vorteile bisher nur auf relativ wenigen 
Gebieten eine vorherrsehende Stellung gewinnen konnte, ist vor allem 
auf apparat ive Unzul~nglichkeiten und die oftmals falsehen Vorstellungen 
fiber ihre GrundIagen zurfickzufiihren. 

1 Th. Wieland mad E. Fischer, Na~urwiss. 85, 29 (1948). 
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In dem Bestreben, die PE auf alle dissoziierenden oder geladenen 
Substanzen Mlgemein anwendbar zu maehen, haben wir zu Beginn 
unserer Arbeiten, welehe den Gegenstand mehrerer folgender Mitteilungen 
bilden werden, j ene  Bedingungen untersueht, die zur Durehffihrung 
exakter elektrophoretiseher Messungen und Anulysen notwendig sind. 
Auf Grund versehiedener Versuehsreihen haben sieh folgende Punkte 
Ms, apparativ und methodiseh gesehen, wiehtig erwiesen: 

1. T e m p e r a t u r .  Zum Erhalt  reproduzierbarer Werte ist wghrend der 
ges~mten Versuchsdauer Temperaturkonstanz notwendig. Die Gefahr 
einer Erw~rmung der P~pierstreifen ist besonders bei Verwendung 
hSherer Sloannungen oder besser leitender GrundlSsungen sehr groB. 

Nur bei geringfiigiger Erwgrmnng geniigt das Einstellen der Anlage 
in einen Thermostaten bzw. Kfihlsehrank 2. Die Verwendung organiseher 
Medien als Einbettungs- und Kiihlfliissigkeiten 3, ~ fiihrt dutch LSsung 
zu zahlreiehen unerwiinsehten Nebenerseheinungen. Eine gleichmggige, 
gute Kiih]ung 1/il~t sieh erreichen, wenn der Papierstreifen direkt an der 
F1/iche eines Kiihlers anliegt a. 

Unsere Versuehe zeigen durehwegs einen Anstieg der Stoffbeweglich- 
keit bei hSherer Temperatur. 

2. S t re i / en feueh t igke i t .  Unabhgngig yon dem absoluten Benetzungs- 
grad des Streifens bedeutet jeder Feuchtigkeitsunterschied in der Nghe 
der aufgetragenen Substanz eine weitere Gesehwindigkeitskomponente, 
da sieh der Stoff - -  zusgtzlieh zur Elektrophorese - -  mit der in der 
Riehtung des Feuehtigkeitsgradienten wandernden Grundl6sung bewegt: 
Die Wanderungsweite ergibt sieh dann als l~esultante beider Bewegungen, 
der untersuehte Stoff folgt nut  tefiweise der Riehtung der elektrisehen 
Feldlinien und kann unter Umst/~nden an einer der elektrophoretischen 
Bewegung direkt kontrgrea Stelle aufgefunden werden. 

Ein dureh ungleiehmgBiges Befeuehten erzeugter Unterschied kana 
durch ungeeignete A10paraturen noch erheblieh verstgrkt werden. Troekene 
Stellen sind dutch erhShten elektrisehen Widerstand ausgezeichnet; 
wird die hier verst/~rkt auftretende J o u l e s e h e  Wgrme nieht abgefiihrt, 
so vermehrt  sie den Feuehtigkeigsuntersehied noeh dutch erh6hte Ver- 
dampfung usw. Wenn z. B .  R .  Weber  6 sehon bei Versnehen mit Wechsel- 
strom yon Wanderungen fiber einige Zentimeter berichtet, so ist dies 
keineswegs zu verwundern, da dig Verdunstung weder dureh Ktihlung 
noch dureh direktes Auflegen einer Deckplatte verhindert wird. ~renn 
er welter erwghnt, dab bei mehrstiindiger Versuehsdauer gelegenglJehes 

2 W.  Boguth,  Natm'wiss. 40, 22 (1953). 
a H.  2]dfichl, Mh. Chem. 82, 489 (1951). 

H. Cremer und A .  Tise l ius ,  Biochem. Z. 320, 273 (1950). 
5 H.  Mieh l ,  Mh. Chem. 811, 737 (1952). 
a R.  Weber, I-Ielv. Chim. Acta 34, 2931 (I95i). 
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neues Besprfihen des Streifens mit Grundl6sung notwendig wurde, so 
kann man eine Reproduzierbarkeit derartiger Messungen nicht erwarten. 

Unsere Versuche ergaben unter diesen Bedingungen Streuungen, die 
ffir eine analytische Methode vSllig untragbar sind. 

Es ist daher notwendig, durch geeignete Vorrichtungen w~iZrend 
der gesamten Versuchsdauer eine gleichm~f3ige Feuchtigkeit auf dem 
ganzen Streifen zu erzielen und zu erhalten. Man besprfiht zu diesem 
Zwecke das Papier sehr gleichmgftig mit der GrundlSsung und prei~ 
oberfli~chlich mit  Fflterpapier ab. Gelinge Fenchtigkeitsunterschiede 
zu Beginn sind zu vernachl~ssigen, wenn man vermeidet, dab - -  wie 
oben beschrieben - -  die Stromwi~rme diese Unterschiede i iberm~ig  
vergrSl3ert. Das gelingt dureh Kiihlung (Punkt 1) nur teilweise. Die 
Verdunstung lgitt sich aber nnterdriieken, wenn man von vornherein 
in einer dampfges~ttigten Kammer arbeitet ~, 7, s, 9 oder den Streifen 
zwischen zwei anliegenden Glas- oder Knnststoffplatten aufleg"c. Die 
Nachtefle der Kammerapparatur  liegen zun~tchst darin, dab sie eine gute 
Kfihlung des frei h~ngenden Streifens unmSglich machen; das einseitige 
Aufliegen des Streifens auf einer Kiihlflaehe verhindert ni~mlich durch 
standige Kondensation des Dampfes auf dem Papier eine Stabilisierung 
der Substanzverteilung. Die zweite Anordnung ist daher vorzuziehen; 
bei hShermolekularen Substanzen ist allerdings im Zweifelsfalle zu iiber- 
priifen, inwieweit die aufliegende Deckplatte eine zus~ttzliche Adsorption 
hervorruft.  

3. Di / /us ion .  Wi~hrend der Konzentrationsgradient zwischen Subst~nz 
und Grundmedium eine nicht zu ~ndernde GrSl]e darstell~, ist die vor- 
handene Menge an GrundlSsung - -  als Tr~ger der Diffusion - -  fiir deren 
AusmaI3 bestimmend. Mit steigendem Benetzungsgrad wird die lage- 
stabiIisierende Wirkung des Fitterpapiers iiberwunden, die Diffusio~ 
nimmt zu. (In der oben erw~hnten Kammer~pparatur erreicht dureh 
die stgndige S~ttigung des Papiers der Benetzungsgrad sein Maximum.) 
Die Diffusion kann jedoch weitgehend zuriickgedrangt werden, wenn 
man den Benetzungsgrad yon Beginn an mSglichst gering w~hlt. D a  
die Diffusion zeitabh~ngig ist, kann sie bei Verkfirzung der Elektrophorese- 
zeit dureh Anlegen entspreehend hoher Spannungen sehr klein gehalten 
werden. Die meisten heute verwendeten Anlagen arbeiten mit einem 
Potentialgefglle yon nur 4 bis 8 V/cm; zu einer Eiweil3analyse sind daher 
Lanfzeiten yon 10 bis 30 Stdm erforderlieh. 

Die Diffusion ist naturgemi~I3 bei derartig langer Versuchsdauer sehr 

E.  Durrum,  J. Amer. Chem. Soc. 72, 2943 (1950). 
s W.  Grassmann, K .  Hannig  und M.  Knedel, Dtsch. reed. Wschr. 76, 

333 (1951). 
9 N .  Kravchenko, O. Samarina  und dl~. Kri tsman,  Biokhimiya 18, 34 

(1953). 
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stSrend und fiihrt zu aul3erordentlicher Verbreiterung der Substanz- 
streifen, unter Urnst~nden sogar zu einem Absinken des Konzentr~tions- 
maximums unter  die Nachweisgrenze. Besonders fiir geringe Substanz- 
mengen sind derartige Laufzeiten untragbar. 

H. Michl a konnte erstmMig dutch ausreichende K/ihlung der S~reifen 
zu h5heren Spannungen (50 V/cm) /ibergehen and so die Analysenzeiten 
auf 20 bis 60 Min. verkiirzen. Wit haben mit Vorteit bereits Sp~nnungs- 
gef~lle bis zu 200 V/em a.ngewandt. Versuchszeiten, die fiber 30 Min. 
hinausgehen: sind unter diesen Bedingungen kaum mehr anzutreffen. 
Eine gute Ktihiung (Punkt 1) ist hier natiirlieh yon besonderer Be- 
deutung. 

4. Konstanz der Zusammensetzung der Grundl6sung. Bei dem Grund- 
medium, das zum Tri~nken des Papiers benutzt wird, handelt es sieh 
durehwegs urn eine dissoziierende Subsganz, daher ist aueh bier eine 
elektrophoretische Bewegung der Ionen nicht zu vermeiden. Es zeigt 
sich das Bild einer gewShnlichen Elektrolyse, die durch das Papier stabili- 
siert wird: hu Fall einer SalzlSsung a]s Grundmedium wird die Kathode 
als Entladungsort der Kationen yon einer basisehen Zone umgeben, 
die Anode analog yon einem sauren Bereieh. Beide Zonen werden wi~hrend 
der Elektrophorese immer grSger und beeinflussen friiher oder sparer 
die Wanderung sehr emp~indlich; bei ungiinstiger apparativer Anordnung 
und langer Versuchsdaner erreiehen sie sieh schlieBlich. Der Effekt 
wird zwar durch Verwendung sehleeht dissoziierender Substunzen 
(organisehe S~uren und Basen) kleiner, der pH-Gradient bleibt aber 
bestehen und fiihrt zu sehwer reproduzierbaren Wmlderungsweiten. 
AuBerdem verf/~lschen diese Zonen dureh ihren gegeniiber dem rest- 
Iiehen Streifen veriinderten Widerstand die genaue Messung des Spannungs- 
abfalles pro Zentimeter. 

Versuehsanordnungen, bei denen die Elektroden direkt am Papier 
aufliegen 1~ sind vollkommen abzulehnen, aber aueh ein direktes Ein- 
tauehen des Papiers in den Elektrodenramn ist (besonders bei kleinen 
Elektrodengef~gen) kein sieheres Gegenmittel. Der Effekt l~Bt sieh 
abet vSllig ausschalten, wenn man die Streifenenden in Sehalen ein- 
t~uehen lgBt, die mit den zum Tr//nken benf tz ten Grundmedium geffi~lt 
sind, and erst diese fiber di~phragmenversehlossene Heber mit den 
eigentliehen Elektrodengef~Ben verbindet ~, 

5, L6sungseinwanderung. Diese zuletzt besehriebene Anordnung 
birgt abet ehle weitere Fehlerm6gliehkeit in sieh. Da der Papierstreifen 
mit beiden Enden in die L/Jsung eintaueht, ergibt sieh ein von diesen 
Punkten aus abfallender Feuchtigkeitsgradient, der eine Einwanderung 
der LSsung in das Papier bewirkt. Die Wanderung des Grundmediums 

lo H. Strain und J. Sullivan, AnMyt. Chemistry 23, 816 (195t). 
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wirkt als zusi*tzliche Geschwindigkeitskomponente, die auf der einen 
Seite des Elektropherogramms versti*rkend, auf der anderen abschw/*chend 
auf die Elektromigration wirkt. Da sieh diese GrSBe addiert, sind auch 
die Wanderungsrelationen zwischen verschiedenen Substanzen ver- 
~tndert. Ffir genaue Messungen mug daher an mehreren Punkten des 
Pherogramms eine elektrisch nicht wandernde Substanz (z. B. Fructose 
bei saurem Medium, jedoch nicht bei Boratpuffer) aufgetragen werden, 
um die Komponente der L6sungswanderung zu ermitteln. Die Ein- 
wanderung ist besonders stark, wenn die Randgef~13e in der HShe des 
Streifens stehen; sie wird fiberdies ungteiehms wenn die Flfissigkeits- 
spiegel in den beiden Gef~ften verschiedene HShe zeigen. 

Der Effekt. li*ftt sich weitgehend ausschalten, wenn man die Ent- 
fernung zwisehen L6sung und eigentlieher Mel~strecke so gro8 w/~hlt, 
Ms mit t~fieksieht auf  den d~dureh bedingten Spannungsabfal] noeh 
tolerierbar ist. Durch senkrechte Fiihrung dieser Verbindungsstreifen 
l~tl~t sich aul~erdem die Schwerkraft zur Verminderung der Fliissigkeits- 
wanderung ausnfitzen. 

. 6. E n d o s m o s e .  Unter Endosmose versteht man die Wanderung einer 
Flfissigkeit im elektrischen Feld als Folge eines Potentialunterschiedes, 
der sieh zwischen ihr und einer fixierten festen Phase einstellt. Obwohl 
in zahlreichen Ver6ffentlichungen die versehiedensten Erseheinungen, 
StSrungen und Abweichungen a]s ,,Endosmotischer Effekt" beschrieben 
werden, ist sowohl aus theoretischen Erwi~gungen wie auch nach unseren 
experimentellen Ergebnissen eine mel~bare Endosmose bei der  Elektro- 
phorese mit grolter Wahrscheinlichkeit auszuschliel~en. 

Verwende te  A p p a r a t u r .  Die angefeuchteten Filterpapierstreifen liegen 
zwischen zwei Glasplatten auf und werden durch KShlung wi~hrend der 
gesamten Versuehsdauer auf konstanter Temperatur gehMten. Die 
Kfihlung erfolgt fiber eine Metallwanne, die mit Dummidiehtungen an 
der unteren Glasplatte anliegt. Das Anpressen erfolgt  durch das  Durch- 
saugen des Kfihlwassers. Im Gegensatz zu H .  M i c h l  5 ist bei den an- 
gewandten hohen Spannungen ein geschlossener Metallkfihler mit Lack- 
abdeckung gegen den leitenden Papierstreifen nicht mehr mSglich n. 

Die Verbindung zwischen dem Mel~streifen und den LSsungsgef~l~en 
erfolgt durch getriLnktes Filterpapier, dam zwischen zwei Glasplatten 
yon dem waagrecht liegenden Melttisch senkrecht naeh unten geffihrt 
wird. 

An den Enden der zur Wanderungsmessung benfitzten Papierflgche 
legt man flache Graphitsti~be unter das feuchte Papier (zur Vermeidung 
yon Verdunstung miissen diese Stellen durch gesonderte Glasplattchen 

11 tterrn Dr. H. M i c h l  sind wir fiir wertvolle Ratsehl~ge zu Beginn 
unserer Arbeiten zu besonderem Dank verpflichtet. 
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oder mit einer angefeuchteten Celloph~nmembrane iiberdeckt werden). 
Diese Stgbe bewirken eine ttomogenisierung des elektrischen Feldes und 
kSnnen gleichzeitig durch Anschlu[~ an ein Hochspannungsvoltmeter 
~ls Me~sonden beniitz~ werden. Eine Skizze der verwendeten Apparatur 
folgt in tier n~ichsten Mitteilung, 

Wenn man die hier erSrterten Fehlerquellen so welt a.ls mSglich 
ansschaltet, lassen sich Mel~ergebnisse erha~lten, die keine grSl~ere Streuung 
zeigen, als die der Papierehromatographie. 

Wir haben, anf die obigen IJberlegungen aufbauend, versucht, zu- 
n~chst Carbonsauren, Sulfosguren und stark saute Phenole zu trennen. 
Aus Griinden, die in der folgenden Mitteilung ~ erSrtert  werden sollen, 
verwenden wir zu diesem Zweck eine saure GrundlSsung. Da die ge- 
trennten S~iuren bzw. gewanderten S~ureanionen am einfgchsten mit  
Hilfe eines Indikators (Nachweis der IK-Ionen) am Papier sichtbar ge- 
macht werden, mug die tiberschiissige Saure der GrundlSsung vSllig 
entfernbar sein, so dal~ zun~chst nut  eine fliichtige S~ure, wie Ameisen- 
oder Essigs~ure, in Frage kommt. Uber eine andere NachweismSglich- 
keit in einer anderen GrundlSsung werden wir gesondert berichten. 

Es wurde eine grSl~ere Zahl organischer S~nren untersucht, wobei 
sich, wie yon uns erwartet, gezeigt hat, dal~ die Wanderungsweiten 
weniger yon den Ionenbewegliehkeiten als vom Dissoziationsgrad abh~ngig 
sind. Eine genaue Beschreibung der Methodik und die erhaltenen Mel~- 
ergebnisse nebst ihrer Deutung werden in der folgenden Mi~teilung ~ 
gegeben werden. 

J 

1~ H .  B~rballc und O. Sch ier ,  Mh. Chem., im Druck. 
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