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Es wird eine Methode zur Analyse und Trennung organischer 
S~uren durch Papierelektrophorese besehrieben. 

Die Papierelektrophorese (PE) hut in der organischen Chemie eine 
auBergewShnlich breite Anwendung zur Untersuclmng yon Amino- 
s/iuren, EiweiBstoffen und Kohtehydraten gefunden, wenngleich viele 
Ergebnisse noch mit  Versuehsfehlern behaftet  sind. Wir haben darauf 
sehon fr/iher hingewiesen 1. Abgesehen yon Indikatoren und Farbstoffen, 
die Ms Testsubstanzen dienen, sind d~gegen Versuche zur PE organiseher 
S~uren nur vereinzelt geblieben. T h .  Wie lc tnd  und U. F e l d  ~- unter- 
suchten die Wanderung der Natriumsalze yon Weins~ure und Citronen- 
si~ure in Acetatpuffer (Nachweis dutch RetentionsanMyse mit Kupfer- 
acetat  in Tetrahydrofuran),  aber erst H .  M i c h l  3 t rennte freie organische 
S~uren (Apfels~ure und Bern~steinss Es sind das unseres Wissens 
die einzigen Versuche auf diesem Gebiete geblieben. 

Unsere Arbeit verfolgte den Zweck, die PE g~nz allgemein zur 
Analyse und Trennung yon sauren Gemischen aller Art, anch in Anwesen- 
heir -con NeutrMstoffen, Aminen, anorganisehen Ionen usw. ~nwendbar 
zu machen. Dariiber hinaus strebten wir an, durch PE derartiger, elek~ro- 
chemiseh leicht iiberbliekbarer Substanzen neue Erkenni~nisse iiber den 

1 H.  Berbalk,  Mh. Chem. 85, 1314 (1954). 
Th.  Wie land  und U. Feld,  Angew. Chem. 63, 258 (1951). 

a H.  ~11ichl, Mh.  Chem. 82, 489 (1951). 
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Meehanismus der Ionenwanderung in stabilisierten Medien zu gewirmen. 
Wir werden die ausfiihrhche theoretische Interpretat ion der exl0erimentell 
iestgestellten Gese~zm//Bigkeiten in einer gesonderten Mitteitung (3. Mit- 
teflung in dieser Zeitsehrift) verSffentlichen. 

Unsere l~ethode bezieht sieh auf S/iuren, deren Fliichtigkeit einen 
best immten Wert  nieht fibersteigt; Beisloiele enth/~lt Tabelle 1. 

V e r w e n d e t e  A p p a r a t u r .  

Beziiglich der apparat iven Einzelheiten verweisen wir auf Abb. 1 
und unsere 1. MitteilungL Als Stromquelle diente ein mehrstufig regel- 
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Abb. 1. Schema der Apparatur. 1 Glasplatten, 2 Kohlestiibe, 3 Filterpapierbahn, g Filterpapier- 
brtieken, .5 Metallkfitller, 6 Gefiil3 mit GrtmdlSsung, 7 tIeber, 8 Di~phragmen, 9 Elektrodengef~B, 

10 Elektroden. 

barer Zweiweg-Hochspannungsgleichrichter fiir Spannungen bis 2500 V. 
Wegen der hohen Arbeitsspannungen sind rigorose VorsichtsmaBnahmen 
notwendig. 

W a h l  des  G r u n d m e d i u m s .  N a e h w e i s  d e r  S~ure .  

Zur Analyse yon unbekannten S~uregemisehen sowie yon Situren, 
die dureh spezielle Reaktionen nicht nachweisbar sind, ist ein a]Igemeiner 
Naehweis unbedingt erforderlich. Prinzipiell ist dazu festzustellen, dab 
es sieh bei der PE  organischer S~uren nicht um eine Wanderung der 
Gesamtsubstanz, sondern um eine solehe ihrer Ionen handelt4: die Si~ure- 

4 Der Name ,,Elektrophorese" bezeichnete urspriinglieh die ~V~ndorang 
suspendierter, makroskopischer TeHchen in einer Flf~ssigkeit, w~hrend bier 
elektrokinetische Effekte nichtmolekulardisperser Systeme yon un~er- 
geordneter Bedeutung sind. Das lPapier dient in erster Linie zur Konvek~ions- 
hemmung und zur r/iumlichen Stabilisierung der Substanzlage. Der deshalb 
vorgeschlagene, richtigere Name ,,Ionophorese" hat sich jedoch nieht a l l  
gemein durchgesetzt. Man finder derzeit beide Bezeiehnungen fiir die gleiche 

10" 



148 t-I. Berbalk und O. Schier: [Mh. Chem., Bd. 86 

H-Ionen wandern in dsr 1%ichtung der Kathode (Kataphorese), dAe 
Siureanionen in der Richtung der Anode (Anaphorsse). Die am Ende 
der P E  vorliegenden und nachzuweisenden Stoffe sind daher primar 
die Saureanionen im Dissoziationsgleichgewicht mit beliebigen, in der 
Grundl6sung vorhandenen positiven Ionen, so dal3 die Elektro- 
neutra l i t i t  gewahrt bleibt. 

Das sieh aus diesen ~berlegungen ergebende Schema einer PE weicht 
insofern yon dem bekannten Schema einer normalen Elektrolyse ab, 
Ms hier die elektrolysierts Substanz nicht gleichmi~ig fiber die gesamte 
Grundl6sung verteflt ist, sondern zu Beginn in der Mitre des Elektrolyten 
lagestabilisiert ist. Ffir die PE  der Oxals~ure (H.  ox) erhi l t  man z. B. 
folgendes Schema ffir zwei Medien: A in saurer GrundlSsung (mit. der 
Sgure ItCOOH), ]3 in sehwach alkalischem Grundmedium (NaHCOs), 
I. vor, II .  nach der Wunderung: 

A I. ~---H+ tI+ [ I-I+ I~I+ -] l-I+ tI+ 
- -  H C O O -  H C O O -  [ ox -  o x - [  H C O O -  H C O O - - - - ~  § 

! ! 

II. ~---I-I+ H + I-I+ I H+ I-I+ I I-I+ 

-- HC00- HC00- HC00- I ox- ox- [ HC00--> + 

]3 I. <_- Na+ ~a+ [ I-I+ I-I + I ~a+ ~a + 

- -  H C Q -  H C Q -  [ o x -  ox -  [ PICO 3- HC03 ---+ + 

II. <--- ~h-a~ I-I+ I-I+ l~a + Na + l~a+ 

H C Q -  HCO 3- ~CO~- ox -  ox -  HCO3----> -- 

Ein allgemeiner Nachweis ist natfirlich nur unter Verwendung eines 
bestimmten Kations mSglich; wir haben bei unseren Versuchen die 
Kombina~ion mit dem H-Ion Ms iNachweismSglichkeit benfitzt. Damit 
ist die Verwendung einer sauren GrundlSsung bereits festgelegt. 

Da am Ends der PE  der ,,H-IonenfiberschuB", das heil]t die S/~ure 
des Grundmediums, entfernt werden mu/], kommt als solehe nur  eine 
flfichtige Saute in Frage, z. B. Ameisens~ure, Essigs~ure, Propions~ure 
oder Schwefelige S~ure. Die genannten Siuren sind durch 20- bis 60minu- 
tiges Belassen des feuchten Papiers in einem eventuell ventilierten Abzug 
vo]lst~ndig sntfernbar. Abzulehnen ist der Versuch einer thermisehen 
Entfernung dieser flfichtigen Siuren;  wie schwierig diess ist, zeigt die 
kombinierte Wasserdampf-Ins die F.  Denison und 
E.  Phares ~, anscheinend in Unkenntnis der lsishten Entfernbarkeit  der 
S~uren in der Ki l t s ,  bei der Saurenchromatographie anwenden. 

Erschehlung nebeneinander, was beim Gebraueh yon Saehregisbern zu 
beriicksiehtigen ist. 

iv. Denison und E. P_hares, Analy~. Chemistry 24, 1628 (1952). 
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Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dag die Wanderungsweite der unter- 
suehten S~uren mit der Dissoziationskonstante w~chst. Da aber der 
Dissoziationsgrad einer S~ure dureh den pH-Wert  der Grundl6sung 
innerhalb gewisser Grenzen einstellbar is~, gilt dasselbe aueh f~r den 
Einflug des pH-Wertes auf die elektrophoretische Gesehwindigkeig. 
Die Abb. 2 zeigt die Abh~ngigkeit des Logarithmus der PE-Wanderungs- 
geschwindigkeit w der Citronens~ure yore pH-Wert  der ameisensauren 
GrundlSsung. Der ann~hernd lineare Verlauf der Kurve ist bei den 
untersuchten schwachen organi- 
schen S~uren yon uns wiederholt 
lestgestellt worden% 

Wir haben bei allen Versuchen 
Ameisens~ure als w~r ige  LSsung 
von pH ~ 2,00 verwendet (zirka 
0,55 n). Dieses Medium is~ fiir 
S~uren mit Dissoziationskonstan- 
ten um 10 -~ am besten geeignet, 
da man bei geniigend hoher PE- 
Gesehwindigkeit noch gute und 
deutlich ausgepri~gte Stoffvertei- 
lungen erhglt. Ffir st~rkere S~uren 
empfiehlt sieh eine starker saure 
Grundl6sung. Besteht die Gefahr 
einer reduzierenden Wirkung der 
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kbb. 2. Abhangigkeit der elektrophoretischen 
Wanderungsweite w yore pH der GrundlSsung. 

Ameisens~ure auf die untersuehte Substanz, so hefert die LSsung einer 
anderen S~ure gleicher H-Ionenaktivitgt  analoge Ergebnisse. 

T e c h n i k  der  V e r s u c h e .  

Man ~r~gt die zu bestimmende S~ure in Form ihrer w~i~rigen L6sung 
oder gel6st in einem geeigneten organischen L6sungsmibtel auf. Es ist dabei 
abet zu beachten, dai~ die Naehweisempfindlichkeit des verwendeten Indi- 
kators oder eines speziellen l~eagens der nach der erfolgten PE vorliegenden 
S~uremenge pro Fl~eheneinheit angepa~t sein mul3. Au~erdem mul3 die 
angewandte S~uremenge in der Grundl6sung der PE vollst~ndig 16slieh sein. 
Bleibt n~mlieh am Startpunk~ dutch $~oerschreiten der L6slichkeit einige 
Zei~ lang ungel6ste S~ure zurfick, so ffihrt dies zu einer Schwanz- oder Streifen- 
bildnng, die mitunter die Auswertung unm6glich maeht, auf jeden Fall 
abet die Trennung yon langsamer wandernden S~uren verhindert. 

Etwa 0,003 bis 0,004 ml der L6sung werden mi~ einer Kapillarpipe~te 
an einer vorher bezeichneten Stelle des Filterpapiers als kreisf6rmiger Fleck 
oder in Form eines Streifens aufgetr~gen, das Papier wird mit der Grundl6sung 
so gleichm~l~ig wie m6glich bespriiht, oberfl~chlieh mit Filterpapier abgeprel~t 
und hierauf in die PE-Appara~ur eingelegt. Erfolgt das Besprfihen des Papiers 

Diese Erscheinungen sind theoretiseh erkl~rbar. Wh" verweisen auf 
unsere 3. Mitteilung. 
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gentigend gteiehmi~13ig und sorgf~Itig, so ist diese Methode der in der Litera~ur 
besehriebenen des Auftragens der Substanz auf den bereit.s feuchten Streifen 
vorzuziehen, die oft zu einem unkontrollierten Zerlaufen des L6sungs~ropfens 
fiihrt. 

Als Filterpapier wurde eine der fiblichen Chromatographiersorten ver- 
wendet, im al]gemeinen S & S 2043 b. 

Nach erfo]gter PE wird aus dem Papier die Ameisens~ure des Grund- 
mediums durch halbstiindige Ventilation entfernt und die verbleibende 
nichtfliichtige S~ure dureh einen geeigneten pl~I-Indikator nachgewiesen. 
Wir haben bei tier hlehrzahl der Versuche eine auf eben noch atkatiseh ein- 
gestellte, alkohol. BromphenolblaulSsung verwendet. Andere allgemeine 
Nachweise, z. B. mit KJ--KBrOs-St~rke oder Hg(CN)~--KJ--J 2 oder 
alkalischer KMnO4-LSsung, haben sich als nicht so geeignet erwiesen. 

Die Geschwindigkeitskomponente der L6sungseinwanderung 1 wt~rde durch 
Auftragen yon Glucose oder Tetramethylglucose an verschiedenen charak- 
teristischen Punkten des Papierstreifens bei jedem Versuch gesondert er- 
mittelt. 

E r g e b n i s s e .  

Es wurde eine grSBere Anzahl organischer S~uren hinsichtlich ihrer 
PE-Beweglichkeit iiberpriift. Man erkennt aus der Tabelle 1, dab die 
PE- Geschwindigkeit im grol3en und ganzen mit der Dissoziationskonstante 
der S~ure a,bsinkt. 

Da die beiden tmtersuehten Aminos~uren in der angewandten Grund- 
16sting yon p/Z[ 2 unterhalb ihres isoelekgrischen Punktes liegen, sind sie 
positiv ~Jad wandern zur Kathode. 

Das Vorzeichen der PE-Gesehwindigkeit entsprieht dem Vorzeiehen 
der Elektrode, zu der die entspreehenden Ionen wandern. 

Bei der Mehrzahl der angegebenen Daten handelt es sich um 
statistische Mittelwerte aus einer Vielzahl yon Messungen. Die 
Reproduzierbarkeit entspricht der der Papierehromatographie. 

Die angegebene PE-Geschwindigkeit ist die Wanderungsweite des 
Konzentrationsmaximums. Da dieses durchaus nicht immer in der 
Mitre des nachweisbaren Ss ]iegt, sind Ausmessungen bei groBen 
Fleeken unsicher. 

A n a l y t i s c h e  A n w e n d u n g e n .  

Es wurde eine gr6Bere Zahl praktisch anfallender sowie k~nstlieh 
hergeste]lter S~uregemisehe durch PE getrennt. So ]ieB sich z. B. ein 
Gemisch aus gleichen Teilen Bernsteins~ure, Apfels~ure, Citronens~ure, 
Weinss Fumars~ure mud Maleins~ure in 30 Min. bei 75 V/cm ohne 
Schwierigkeit auftrennen, wobei diese 6-S~urentrennung noch nicht das 
Leistungsmaximum der Methode darstellt. 

Bei der Trennung mehrerer S~uren deutet eine einseitige Verl~ngerung 
eines Fleckes in der Richtung des angelegten Potentials auf unvollstgndige 
Auftrennung zweier oder mehrerer 8ubstanzen. Ist  die Ausbreitung 
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Tabelle 1. P E - G e s c h w i n d i g k e i t  (w) d e r  u n t e r -  
s u e h t e n  o r g a n i s c h e n  C a r b o n s ~ i u r e n  u n d  
P h e n o l e  (gruppenweise nach ihrer S~urest~trke 

geordnet).  
! 

G r a a d m e d i u m :  H C O O I t  v o n p H 2  [ (w) 
Tempera tu r :  10 ~ O [ K .  10 ~ 10 ~ . cm2/sec. V. 

Oxals~iure . . . . . . . . . . . . .  ] 
Dichloressigs~ure . . . . . . .  
Maleins~ture . . . . . . . . . . .  
Brenztraubens~ure . . . . .  
Monochloressigs~iure . . . .  
Aconits~ure . . . . . . . . . . .  
Fumars~ure . . . . . . . . . . .  
~3reinsiiure . . . . . . . . . . . . .  
Citronens~iure . . . . . . . . . .  
SulfaniMiure . . . . . . . . . .  
Xpfels~ure . . . . . . . . . . . . .  
Glycerins~iure . . . . . . . . . .  
Glykols~ture . . . . . . . . . . .  
Itacons~ure ........... 

Milchs~ure ............ 

]~erns~einsgure . . . . . . . . .  
Glutars~ure . . . . . . . . . . .  
Adipinstture . . . . . . . . . . .  
Valerians~ure . . . . . . . . . .  
Glucons/ture . . . . . . . . . . .  

Pikrins~iure . . . . . . . . . . . .  
Dinitrophenol- 1,2,4 . . . . .  

Asparagins~ure . . . . . . . .  
Glutamins~iure . . . . . . . . .  

65O 
33O 
120 

30 
15 
15 
10 

9,8 
8,3 
6,2 
3,8 
2,3 
1,5 
1,5 
1,4 
0,64 
0,47 
0,33 
0,16 

3810 
0,80 

9,0 
6,5 
6,7 
3,7 
2,9 
2,4 
2,2 
2,3 
1,9 
1,6 
1,4 
1,2 
0,7 
0,7 
0,7 
0,2 
0,1 
0,I 
0,05 
0,7 

6,1 
0,2 

- -  1,3 
- -  1 , 3  

a.ber in allen ]gichtungen gteiehms erfolgt,  so l~iBt dies auf  Diffusion 
schiieBen. I m  Zweifelsfalle geni igt  kurzzei t iges  Umpo len ;  im ers ten  F a l l  
wird  der  Siiurefleck kle iner  werden,  im Fa l le  yon  Diffusion jedoch dieselbe 

Fl~che e innehmen.  
Die q u a l i t a t i v e  B e s t i m m u n g  einer u n b e k a n n t e n  Saure  is t  durch  P E  

wenigstens  anni ihernd mSglieh,  wenn  m a n  im gleiehen E lek t rophero-  
g r a m m  jene Sauren  m i t w a n d e r n  litl~t, d ie  m i t  der  zu b e s t i m m e n d e n  
ident i seh  sein k6nnen.  Eine  dera r t ige  Ana lyse  is t  d a n n  von  Wer t ,  wenn 

1. die in F rage  k o m m e n d e n  S~uren gleiche funkt ionel le  Gruppen  
t r agen  und  dadurch  anf die organischen Gruppenreagenz ien  g le i eh  an-  
spreehen,  

2. n u t  ger ings te  P robemengen  zur Verffigung stehen,  
3. die Ana lyse  rasch durchgef i ih r t  werden  mull  {papiere!ektro-  

phore t i sch  10 bis 30 Min., ch romatograph i sch  durchschn i t t l i eh  16 bis 
24 Stdn.) .  
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Eine qualitative Bestimmung kann aber auch m6glich sein, wenn 
etwa bei selten dargestellten S~uren augenblicklich keine Vergleiehs- 
lSsung vorliegt. Es ist aus der TabeUe 1 ersiehtlich, dal~ die Wa~derungs- 
geschwindigkeit der S/~ure eine zwar robe, abet oft genfigend sichere 
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Abb. 3. Schema der Kombinat ion :Elek$rophorese--Papierchromatogral3hie. 

Abseh~tzung ihrer Dissoziationskons~ante gestattet. Ist diese in der 
Literatur angegeben, oder 1/~gt sie sich aus ~hnliehen S/~uren gr6gen- 
ordnungsm/~$ig bestimmen, so kann aus der PE-Geschwindigkeit racist 

2yJ~t die Zahl der iiberhaupt mSglichen St rukturen 

Abb. 4. Schema tier Elektro- 
chromatographic.  

entscheidend eingeengt werden. Wir selbst hatten 
eine Carbons~ure zur Analyse, deren mutmag- 
liehe Struktur entweder X.  CHOH- COOH (I) 
oder X- CO" COOH(II) sein konnte ( X  = ein 
organiseher Rest). Aus den Dissoziationskon. 
stanten ghnlich gebauter Verbindungen und 
der PE-Wanderung konnte die Struktur I a.ls 
wahrscheinlicher bezeiehnet werden, da die in 
~-Stellung stehende Ketogruppe eh~e st~rkere 
Dissoziation und damit eine fiber der beob. 

aohteten liegende Wanderungsgeschwindigkeit bedingt h~tte. 

K o m b i n a t i o n  yon PE und P a p i e r o h r o m ~ t o g r a p M e ;  
E l e k t r o o h r o m a t o g r a p h i e .  

Es gibt zwei M6gliekkeiten, die Vorteite yon PE und Chromatographie 
zu verbinden: 

1. die Aufeinanderfolge der beiden Methoden (Kombinationsmethode) 
und 

2. die gleiehzeitige Anwendung beider Verfahren (Elektrochromato- 
graphie). 

W~hrend man bei der ElektroehromatograpMe (Abb. 4) an die gteieh- 
zeitige Verwendbarkeit der Grtmdl6sung in PE und Chromatographie 
gebunden ist, steilt das Kombinationsveffahren (Abb. 3) die Wahl 
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des - -  meist schlecht leitenden, organischen - -  Chromatographier- 
gemisches frei. Man kalm hier schliel]lieh so welt gehen, daI~ man nach 
durchgefiihrter PE  den Papierbogen entsprechend zerschneidet und fiir 
Siuren, Neutralstoffe usw. gesonderte Chromatographiergemische an- 
wendet. Im allgemeinen wird man daher in der praktischen Analyse 
der Kombinationsmethode den Vorzug geben. Die Elektrochromato- 
graphie ermSglicht dagegen die Gewinnung yon wertvollen Substanzen. 
Benfitzt man den Star tpunkt  als st~Lndigen Zuflul]pullkt des zu trennenden 
Gemisches, so wird das Verfalxren vollkontinuierlich. Der Schnitt zwischen 
den e'mgezeichneten Resultanten in Abb. 4 und dem unteren Ende des 
Papierbogens gibt jene Punkte,  an denen jede Substanz fiir sich abtropft.  
Wandern die zu trennenden Substanzen nicht im elektrischen Feld, so 
kann auch eine chromatographische Trennbarkeit  die kontinuierliche 
Gewinnung nicht ermSgiichen, zwei elektrophoretisch trennbare Stoffe 
aber sind immer durch Elektrochromatographie pr~parativ erhi~ttlich. 

~Tber spezielle Ergebnisse der auf diesen Methoden beruhenden Ver- 
suche werden wir zu einem sp~Lteren Zeitpunkt berichten. 


