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ky = 7,0 (Mol/1)~1; min—1; 25° C);

der Temperaturkoeffizient (per 10°) wurde zu 1,8 ermittelt, so daf,
behufs Vergleiches auf 0° C umgerechnet,

(koo = (3 = 16,
Dieser Zahlenwert ist von dem von % (==55) so sehr verschieden, dal
der Wirkungsweise der Salpetrigsdure bei den beiden in Rede stehenden
Umsetzungen nicht die gleiche Salpetrigséurereaktion zugeschrieben
werden kann.

Da es nun im Hinblick auf die leichte Oxydierbarkeit von NO sehr
naheliegend ist, daf es der Schritt (A) und nicht der Schritt (B) ist,
iber den die HNO,-Oxydation verlduft’, wie dies auch von Reinders
und Vles angenommen wird, so muf dem Diazotierungsvorgang der
Schritt (B) zugeordnet werden.

Die Entscheidung fillt mithin zugunsten desjenigen Mechanismus,
der von E. D. Hughes, C. K. Ingold und J. H. Ridd und von H. Schmid
und Mitarbeitern entwickelt worden ist.

Zur Kenntnis der Elektrophorese.

1., kurze Mitteilung: Apparative Schwierigkeiten und
Fehlerguellen der Papierelektrophorese.
Trennung von organischen Sauren.

Von
H. Berbalk.

Aus dem Institut fir Organische Chemie der Technischen Hochschule Wien.
(Eingelangt am 17. November 1954.)

In neuester Zeit hat die von Th. Wieland und E. Fischer® entwickelte
Papierelektrophorese (PE) als Modifikation der seit langem bekannten
Elektrophorese allgemeine Beachtung als selbstéindiges Verfahren sowie
als wertvolle Erginzung der Papierchromatographie gefunden. Die PE
beniitzt die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Potential-
feld zur Auftrennung und Analyse von Substanzgemischen, wobei Filter-
papier als Stabilisator der erreichten Endlage der Stoffe Verwendung
findet.

DaB die PE trotz groBer Vorteile bisher nur auf relativ wenigen
Gebisten eine vorherrschende Stellung gewinnen konnte, ist vor allem
auf apparative Unzuldnglichkeiten und die oftmals falschen Vorstellungen
iiber ihre Grundlagen zuriickzufiihren.

1 Th. Wieland und E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 (1948).
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In dem Bestreben, die PE auf alle dissoziierenden oder geladenen
Substanzen allgemein anwendbar zu machen, haben wir zu Beginn
unserer Arbeiten, welche den Gegenstand mehrerer folgender Mitteilungen
bilden werden, jene- Bedingungen untersucht, die zur Durchfihrung
exakter elektrophoretischer Messungen und Analysen notwendig sind.
Auf Grund verschiedener Versuchsreihen haben sich folgende Punkte
als, apparativ und methodisch gesehen, wichtig erwiesen:

1. Temperatur. Zum Erhalt reproduzierbarer Werte ist wihrend der
gesamten Versuchsdauver Temperaturkonstanz notwendig. Die Gefahr
einer Erwirmung der Papierstreifen ist besonders bei Verwendung
hoherer Spannungen oder besser leitender Grundlosungen sehr grof.

Nur bei geringfiigiger Erwirmung geniigt das Einstellen der Anlage
in einen Thermostaten bzw. Kithlschrank? Die Verwendung organischer
Medien als Einbettungs- und Kithlflissigkeiten: ¢ fihrt durch Losung
zu zahlreichen unerwiinschten Nebenerscheinungen. Eine gleichmi8ige,
gute Kihlung 180t sich erreichen, wenn der Papierstreifen direkt an der
Flache eines Kiihlers anliegt®.

Unsere Versuche zeigen durchwegs einen Anstieg der Stoffbeweglich-
keit bei héherer Temperatur.

2. Streifenfeuchtigkeit. Unabhéngig von dem absoluten Benetzungs-
grad des Streifens bedeutet jeder Feuchtigkeitsunterschied in der Nihe
der aufgetragenen Substanz eine weitere Geschwindigkeitskomponente,
da sich der Stoff — zusitzlich zur Elektrophorese — mit der in der
Richtung des Feuchtigkeitsgradienten wandernden Grundlésung bewegt.
Die Wanderungsweite ergibt sich dann als Resultante beider Bewegungen,
der untersuchte Stoff folgt nur teilweise der Richtung der elektrischen
Feldlinien und kann unter Umstdnden an einer der elektrophoretischen
Bewegung direkt kontriren Stelle aufgefunden werden.

Bin durch ungleichm#Biges Befeuchten erzeugter Unterschied kann
durch ungeeignete Apparaturen noch erheblich verstiirkt werden. Trockene
Stellen sind durch erhohten elektrischen Widerstand ausgezeichnet;
wird die hier verstirkt auftretende Joulesche Wirme nicht abgefiihrt,
so vermehrt sie den Feuchtigkeitsunterschied noch durch erhchte Ver-
dampfung usw. Wenn z. B. B. Weber® schon bei Versuchen mit Wechsel-
strom von Wanderungen iber einige Zentimeter berichtet, so ist dies
keineswegs zu verwundern, da die Verdunstung weder durch Kihlung
noch durch direktes Auflegen einer Deckplatte verhindert wird. Wenn
er weiter erwihnt, dafl bei mehrstiindiger Versuchsdauer gelegentliches

2 W. Boguth, Naturwiss. 40, 22 (1953).

3 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 (1951).

* H. Oremer und A. Tiselius, Biochem. Z. 820, 273 (1950).
5 H. Michl, Mh. Chem. 83, 737 (1952). .

% R. Weber, Helv. Chim. Acta 34, 2031 (1951).
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neues Besprithen des Streifens mit Grundlosung notwendig wurde, so
kann man eine Reproduzierbarkeit derartiger Messungen nicht erwarten.

Unsere Versuche ergaben unter diesen Bedingungen Streuungen, die
fitr eine analytische Methode vdllig untragbar sind.

Es ist daher notwendig, durch geeignete Vorrichtungen wihrend
der gesamten Versuchsdauer eine gleichmiBige Feuchtigkeit auf dem
ganzen Streifen zu erzielen und zu erhalten. Man bespritht zu diesem
Zwecke das Papier sehr gleichmiBig mit der Grundlosung und preSit
oberflichlich mit Filterpapier ab. Geringe Feuchtigkeitsunterschiede
zu Beginn sind zu vernachléssigen, wenn man vermeidet, dall — wie
oben beschrieben — die Stromwirme diese Unterschiede ibermiBig
vergrolert. Das gelingt durch Kiithlung (Punkt 1) nur teilweise. Die
Verdunstung 146t sich aber unterdriicken, wenn man von vornherein
in einer dampfgesittigten Kammer arbeitetl, 7.8 ° oder den Streifen
zwischen zwei anliegenden Glas- oder Kunststoffplatten auflegt. Die
Nachteile der Kammerapparatur liegen zunéichst darin, dafl sie eine gute
Kithlung des frei hingenden Streifens unmoglich machen; das einseitige
Aufliegen des Streifens auf einer Kihlfliche verhindert ndmlich durch
stindige Kondensation des Dampfes auf dem Papier eine Stabilisierung
der Substanzverteilung. Die zweite Anordnung ist daher vorzuziehen;
bei hohermolekularen Substanzen ist allerdings im Zweifelsfalle zu tber-
prifen, inwieweit die aufliegende Deckplatte eine zusitzliche Adsorption
hervorruft.

3. Diffusion. Wihrend der Konzentrationsgradient zwischen Substanz
und Grundmedium eine nicht zu dndernde GroBe darstellt, ist die vor-
handene Menge an Grundiésung — als Tréger der Diffusion — fiir deren
Ausmall bestimmend. Mit steigendem Benetzungsgrad wird die lage-
stabilisierende Wirkung des TFilterpapiers Gberwunden, die Diffusion
nimmt zu. (In der oben erwihnten Kammerapparatur erreicht durch
die stindige Sittigung des Papiers der Benetzungsgrad sein Maximum.)
Die Diffusion kann jedoch weitgehend zuriickgedréngt werden, wenn
man den Benetzungsgrad von Beginn an méoglichst gering wihlt. Da
die Diffusion zeitabhingig ist, kann sie bei Verkiirzung der Elektrophorese-
zeit durch Anlegen entsprechend hoher Spannungen sehr klein gehalten
werden. Die meisten heute verwendeten Anlagen arbeiten mit einem
Potentialgefille von nur 4 bis 8 V/cm; zu einer Eiweifanalyse sind daher
Laufzeiten von 10 bis 30 Stdn. erforderlich.

Die Diffusion ist naturgemill bei derartig langer Versuchsdauer sehr

" K. Durrum, J. Amer. Chem. Soc. 72, 2943 (1950).

8 W.Grassmann, K.Hannig und M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76,
333 (1951).

® N. Kravchenko, O.Samarina und M. Kritsman, Biokhimiya 18, 34
(1953).
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storend und fubrt zu auBerordentlicher Verbreiterung der Substanz-
streifen, unter Umstanden sogar zu einem Absinken des Konzentrations-
maximums unter die Nachweisgrenze. Besonders fiir geringe Substanz-
mengen sind derartige Laufzeiten untragbar.

H. Michl® konnte erstmalig durch ausreichende Kithlung der Streifen
zu hoheren Spannungen (50 V/em) {bergehen und so die Analysenzeiten
auf 20 bis 60 Min. verkiirzen. Wir haben mit Vorteil bereits Spannungs-
gefille bis zu 200 V/em angewandt. Versuchszeiten, die tiber 30 Min.
hinausgehen, sind unter diesen Bedingungen kaum mehr anzutreffen.
Eine gute Kiihiung (Punkt 1) ist hier natirlich von besonderer Be-
deutung.

4. Konstanz der Zusammensetzung der Grundlosung. Bei dem Grund-
medinm, das zum Trinken des Papiers benutzt wird, handelt es sich
durchwegs um eine dissoziierende Substanz, daher ist auch hier eine
elektrophoretische Bewegung der Jonen nicht zu vermeiden. Es zeigt
sich das Bild einer gewdhnlichen Elektrolyse, die durch das Papier stabili-
siert wird: im Fall einer Salzlosung als Grundmedium wird die Kathode
als Entladungsort der Kationen von einer basischen Zone umgeben,
die Anode analog vou einem sauren Bereich. Beide Zonen werden wihrend
der Elektrophorese immer gréfler und beeinflussen frither oder spéter
die Wanderung sehr empfindlich ; bei ungiinstiger apparativer Anordnung
und langer Versuchsdauer erreichen sie sich schlieflich. Der Effekt
wird zwar durch Verwendung schlecht dissoziierender Substanzen
{organische Sauren und Basen) kleiner, der pH-Gradient bleibt aber
bestehen und fithet zu schwer reproduzierbaren Wanderungsweiten.
AuBerdem verfalschen diese Zonen durch ihren gegeniiber dem rest-
lichen Streifen veranderten Widerstand die genaue Messung des Spannungs-
abfalles pro Zentimeter.

Versuchsanordnungen, bei denen die Hlektroden direkt am Papier
aufliegen®, sind vollkommen abzulehnen, aber auch ein direktes Ein-
tauchen des Papiers in den Elektrodenraum ist (besonders bei kleinen
Elektrodengefaflen) kein sicheres Gegenmittel. Der Effekt 1Bt sich
aber vollig ausschalten, wenn man die Streifenenden in Schalen sin-
tanchen 148t, die mit den zum Tranken benitzten Grundmedium gefillt
sind, und erst diese iiber diaphragmenverschiossene Heber mit den
cigentlichen ElektrodengefiBen verbindet? ®.

5. Lidsungseinwanderung. Diese zuletzt beschriebene Anordnung
birgt aber eine weitere Fehlermoglichkeit in sich. Da der Papierstreifen
mit heiden Enden in die Ldsung eintaucht, ergibt sich ein von diesen
Punkten aus abfallender Feuchtigkeitsgradient, der eine Einwanderung
der Losung in das Papier bewirkt. Die Wanderung des Grundmediums

10 H. Strain und J. Sullivan, Analyt. Chemistry 23, 816 (1951).
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wirkt als zusitzliche Geschwindigkeitskomponente, die auf der einen
Seite des Elektropherogramms verstarkend, auf der anderen abschwichend
auf die Elektromigration wirkt. Da sich diese Grofie addiert, sind auch
die Wanderungsrelationen zwischen verschiedenen Substanzen ver-
dndert. Fir genaue Messungen mufl 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 Ldsungswanderung zu ermitteln. Die Ein-
wanderung ist besonders stark, wenn die Randgefille in der Hohe des
Streifens stehen; sie wird itberdies ungleichmaBig, wenn die Fliissigkeits-
spiegel in den beiden Gefdfien verschiedene Hohe zeigen.

Der Effekt 148t sich weitgehend ausschalten, wenn man die Ent-
fernung zwischen Losung und eigentlicher Melstrecke so grofi wihlt,
als mit Riicksicht auf den dadurch bedingten Spannungsabfall noch
tolerierbar ist. Durch senkrechte Fiuhrung dieser Verbindungsstreifen
186t sich auBerdem die Schwerkraft zur Verminderung der Flussigkeits-
wanderung ausniitzen.

- 6. Endosmose. Unter Endosmose versteht man die Wanderung einer
Fliissigkeit im elektrischen Feld als Folge eines Potentialunterschiedes,
der sich zwischen ihr und einer fixierten festen Phase einstellt. Obwohl
in zahlreichen Vertffentlichungen die verschiedensten KErscheinungen,
Stérungen und Abweichungen als ,, Endosmotischer Effekt* beschrieben
werden, ist sowohl aus theoretischen Erwigungen wie auch nach unseren
experimentellen Ergebnissen eine mefbare Endosmose bei der Elektro-
phorese mit grofler Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen.

Verwendete Apparatur. Die angefeuchteten Filterpapierstreifen liegen
zwischen zwei Glasplatten auf und werden durch Kithlung wéhrend der
gesamten Versuchsdauer auf konstanter Temperatur gehalten. Die
Kiiblung erfolgt iiber eine Metallwanne, die mit Gummidichtungen an
der unteren Glasplatte anliegt. Das Anpressen erfolgt.durch das Durch-
saugen des Kiihlwassers. Im Gegensatz za H. Michl® ist bei den an-
gewandten hohen Spannungen ein geschlossener Metallkithler mit Lack-
abdeckung gegen den leitenden Papierstreifen nicht mehr moglich.

Die Verbindung zwischen dem MeBstreifen und den Losungsgefifen
erfolgt durch getrinktes Filterpapier, das zwischen zwei Glasplatten
von dem waagrecht liegenden Mef3tisch senkrecht nach unten gefiithrt
wird.

An den Enden der zur Wanderungsmessung beniitzten Papierfliche
legt man flache Graphitstibe unter das feuchte Papier (zur Vermeidung
von Verdunstung miissen diese Stellen durch gesonderte Glasplittchen

1 Herrn Dr. H. Michl sind wir fiir wertvolle Ratschlige zu Beginn
unserer Arbeiten zu besonderem Dank verpflichtet.
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oder mit einer angefeuchteten Cellophanmembrane tberdeckt werden).
Diese Stibe bewirken eine Homogenisierung des elektrischen Feldes und
konnen gleichzeitig durch Anschlufl an ein Hochspannungsvoltmeter
als MeBsonden beniitzt werden. Fine Skizze der verwendeten Apparatur
folgt in der nichsten Mitteilung.

Wenn man die hier ertrterten Fehlerquellen so weit als méglich
ausschaltet, lagsen sich Meflergebnisse erhalten, die keine gréBere Strenung
zeigen, als die der Papierchromatographie.

Wir haben, auf die obigen Uberlegungen aufbauend, versucht, zu-
nachst Carbonsiuren, Sulfosduren und stark saure Phenole zu trennen.
Aus Griunden, die in der folgenden Mitteilung®® erértert werden sollen,
verwenden wir zu diesem Zweck eine saure Grundldsung. Da die ge-
trennten Siuren bzw. gewanderten Sdureanionen am einfachsten mit
Hilfe eines Indikators (Nachweis der H-Ionen) am Papier sichthar ge-
macht werden, muf die tberschiissige Siure der Grundlosung véllig
entfernbar sein, so daf zunéchst nur eine fliichtige Siure, wie Ameisen-
oder Essigsiure, in Frage kommt. Uber eine andere Nachweismoglich-
keit in einer anderen Grundldsung werden wir gesondert berichten.

Bs wurde eine grofere Zahl organischer Siuren untersucht, wobei
sich, wie von uns erwartet, gezeigt hat, dall die Wanderungsweiten
weniger von den Lonenbeweglichkeiten als vom Dissoziationsgrad abhingig
sind. Eine genaue Beschreibung der Methodik und die erhaltenen Mef-
ergebnisse nebst ihrer Deutung werden in der folgenden Mitteilung!?
gegeben werden.

)

12 H. Berball und O. Schier, Mh. Chem., im Druck.
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