Die Papierelektrophorese ein- und mehrwertiger Alkohole

5. Mitt. zur Kenntnis der Elektrophorese

Von

H. Berbalk

Aus dem Institut fir Organische Chemie der Technischen Hochschule Wien
Mit 2 Abbildungen
( Bingegangen am 10. Dezember 1958 )

Es wird erstmalig eine Methode zur papierelektrophoretischen
Trennung ein- und mehrwertiger primérer und sekundérer Alko-
hole in der Form ihrer Xanthogenate beschrieben. Die Brauch-
barkeit dieser Methode wird an einer groferen Zahl von ali-
phatischen und einigen araliphatischen Alkoholen sowie an
Furfurylalkohol bewiesen. Auflerdem werden zwei aliphatische
Mercaptane untersucht. Die Abhéngigkeit der Laufweiten der
Xanthogenate von der Verzweigung sowie von Stellung und
Zahl der Hydroxylgruppen wird nidher untersucht.

Die Papierelektrophorese gewinnt in letzter Zeit immer groflere Be-
deutung in der organisch-analytischen Chemie, dhnlich wie die Papier-
chromatographie. Gegenuiber dieser hat sie jedoch den Vorteil wesentlich
kiirzerer Analysendauer, besonders in der Form der Hochvoltelektro-
phorese, also bei einem Spannungsgefille von etwa 10 V/em und dariber.
Da jedoch nur geladene Teilchen im elektrischen Spannungsfeld wandern
(wenn man von elektroosmotischen Effekten absieht), ist diese Unter-
suchungsmethode auf ionisierte oder ionisierbare Substanzen beschrénlt.
Demgemif sind bisher in erster Linie Aminoséuren, Carbonséuren, Sulfo-
séuren und Amine untersucht worden. Weiters liegen einige Arbeiten
iiber Farbstoffe, Alkaloide und andere Naturstoffe vor, die iber saure oder
basische Gruppen verfiigen. Alle diese Stoffe sind ionisiert (die Amine als
Salze) und daher unmittelbar der Elektrophorese zuginglich. Neutral-
stoffe hingegen miissen zundichst in geeignete dissoziierbare Derivate
iibergefithrt werden. Ein seit langem bekanntes Beispiel bieten gewisse
Kohlehydrate, die in Boratpuffern elektrophoretisch getrennt werden
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konnen!. HEs werden Boratkomplexe mit sauren Eigenschaften gebildet,
wenn wenigstens zwei benachbarte Hydroxylgruppen in cis-Stellung vor-
liegen. Die trans-Stellung fihrt zu keiner Leitfahigkeitserhdhung, ein
Zeichen dafiir, dall derartige Komplexe nicht gebildet werden. Aber auch
cig-stindige OH-Gruppen, die nicht benachbart sind, fithren zu keiner
Komplexbildung. Eine Ausnahme bilden gewisse Cyclite mit 1,3,5-stdn-
digen Hydroxylgruppen, die sogenannte ,, Tridentat-Komplexe® liefern®.

Bei Kohlehydraten besteht allerdings auch die Moglichkeit, die Car-
bonylgruppe entweder in die N-Benzylglycosammoniumverbindung fiber-
zufithren oder aber in Bisulfitlésung zu arbeiten, wodurch die Bisulfitver-
bindung gebildet werden soll®. Die Bildung derartiger Bisulfitadditions-
verbindungen hat auch O. Theander?® in letzter Zeit zur Trennung anderer
Aldehyde und Ketone herangezogen. Wir selbst konnten vor kurzem
zeigen®, dall die Hydroxamsiuren, die aus Aldehyden und Benzolsulf-
hydroxamsiure sehr leicht gebildet werden, zur papierelektrophoreti-
schen Bestimmung der Aldehyde bei gleichzeitiger Trennung von Ketonen
sehr geeignet sind.

Es war nun naheliegend, dieses giinstige Ergebnis bei der Trennung
schwach saurer Verbindungen, wie sie die Hydroxamsiuren sind, auch auf
andere Substanzklassen auszudehnen. Primére und sekundére Alkohole
geben bei der Umsetzung mit NaOH und Schwefelkohlenstoff bekanntlich
die entsprechenden Xanthogenate, die ebenfalls schwache Sduren sind.
Tertitire Alkohole geben diese Reaktion allerdings nicht, sondern fithren
zu ungesittigten Verbindungen.

Die Xanthogenate erhédlt man am einfachsten so, dafl man einige Tropfen
des entsprechenden Alkohols (oder Gemisches) mit wenig konzeutrierter
Natronlauge oder, bei héheren Alkoholen, mit festem NaOH kurz erwérmt,
sodann 1—2 cem Schwefelkohlenstoff zugibt, eventuell nochmals kurz er-
wirmt und schlieflich mit Wasser verdinnt. Die so gebildeten Xanthogenate
brauchen nicht isoliert zu werden, sondern man kann die erhaltene wibBrige
Lésung unmittelbar der Elektrophorese unterwerfen. Als Trdger haben wir
Chromatographierpapier S & S 2043 b verwendet, als Laufmittel zunichst
0,05 n NaOH. Diese gibt zwar relativ groBe Wanderungsweiten, doch werden
die Flecken vor allem bei den niederen Alkoholen ziemlich groB und ver-

waschen. Wesentlich besser bew#hrt hat sich schliefllich ein Veronalpuffer
(pH 9.,8), in dem die Xanthogenate zwar etwas langsamer wandern, der
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aber dafiir sehr scharfe Flecken liefert. Die Verwendung eines stirker al-
kalischen Glycokollpuffers ergab ebenfalls keine befriedigenden Ergebnisse.

Der Nachweis der Xanthogenate erfolgte nach der Elektrophorese
zunichst durch Besprithen der durch Warmluft getrockneten Papier-
streifen mit einer 3-proz. Losung von Phosphormolybdinsiure in wiB-
riger Salzsdure (1:1). Die Xanthogenate erscheinen sofort nach dem Sprii-
hen als rotviolette Flecke, die rasch verblassen und erst nach einiger Zeit
als blaue Flecke wieder erscheinen. Die Streifen selbst werden, wenn sie
nicht im Dunkeln aufbewahrt werden, ebenfalls blau, so dafl es manchmal
schwer ist, die etwas intensiver blauen Flecken auf dem blauen Unter-
grund zu erkennen. Bekanntlich fillen Kupfersalze aus Natriumxantho-
genatlosungen gelbes bis braungelbes Kupfer(I)-xanthogenat. Wir haben
daher eine schwach essigsaure 1-proz. Kupferacetatlosung (1 g Kupfer-
acetat in 100 cem Wasser in der Wirme l6sen und zur Verhinderung der
Hydrolyse einige Tropfen Eisessig zugeben) als Sprithmittel beniitzt. Die
trockeren Elektropherogramme lassen nach dem Sprithen mit dieser
Losung die Xanthogenate als leuchtend gelbe, scharfe Flecke auf weillem
Grund erscheinen. Der Nachweis ist sehr empfindlich.

Tabelle 1. Relative Wanderungsweiten prim. und sek. Alkohole,
als Xanthogenate, bezogen auf Methanol (Methylxanthogenat)

= 100
(Papier S & S 2043 b, Veronalpuffer pH 9,8)

Methanol 100 2-Athylbutanol 63
Athanol 87  2-Athylhexanol 49
n-Propanol 74

n-Butanol 74  Athylenglykol 72
n-Pentanol 88 Propylenglykol-1,3 81
n-Hexanol 61 Butylenglykol-1,3 72
n-Octanol 47  Hexylenglykol-2,4 65
n-Nonanol 37

iso-Propanoc! 81  Benzylalkohol 72
iso-Butanol 72  «-Phenyldthylalkohol 69
sek. Butanol 76  B-Phenyldthylalkohol 61
iso-Pentanol 71  Furfurylalkohol 78

Die Elektrophorese wurde in der frither beschriebenen Apparatur® bei
einer Spannung von etwa 20—25 V/em durchgefithrt. Die Analysendauer
betrigt etwa 30 Minuten, die Wanderungsweite fiir Methanol (als Xantho-
genat) unter diesen Bedingungen 6—7 cm. Die scheinbare Jonenbeweglich-
keit wurde fiir Methanol zu 10,5 105 em?2. V-1, sec! gefunden. In der
obenstehenden Tabelle sind die Untersuchungsergebnisse zusammenge-
stellt, wobei der besseren Ubersicht wegen nur die Alkohole angefiihrt sind.

8 H. Berbalk und O. Schier, Mh. Chem. 86, 146 {(1955).
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Selbstverstindlich wurden sie als Xanthogenate untersucht.
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Die

an-

gefithrten Zahlen sind relative Wanderungsweiten, bezogen auf die

Wanderungsweite von Methanol
gleich 100.

Wie aus der Tabelle hervorgeht,
fallt die relative Wanderungsweite
mit steigender C-Zakhl, was auch zu
erwarten war. Eine Kettenverzwei-
gung setzt die Werte hinauf, ebenso
die Einftihrung einer zweiten OH-
Gruppe. Sekundire Alkohole wandern
schneller als primére und die An-
wesenheit eines aromatischen oder
heterocyclischen Ringes im Molekil
fuhrt ebenfalls zur Erhohung der
Wanderungsweite, wobei die Stellung
der OH-Gruppe einen zusdtzlichen
Einfluf austibt (vgl. z. B. n-Octa-
nol, «-Phenyldthylalkohol, 3-Phenyl-
athylalkohol).

Alle diese Befunde waren zu er-
warten, da ja bekannt ist, dal die
Dissoziationskonstanten der Al-
kohole selbst durch die gleichen
strukturellen Eigenschaften in dhn-
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Abb. 1. Relative Wanderungsweite von Xan-

thogenaten aliphatischer prim. n-Alkohole in

Abhéngigkeit von der C-Zahl (bezogen auf Me-
thylxanthogenat = 100)

licher Weise beeinflulit werden. Vollig unerwartet war jedoch, daB n-

Propanol und n-Butanol die glei-

4 chen Wanderungsweiten zeigten.
Bei niherer Untersuchung zeigt
& sich, daf} die Abnahme dieser Gro8e
in der Reihe Methanol-ZAthanol-n-
a0k Propanol stérker ist als bei den fol-
genden normalen primiren Alko-
o holen. Besonders gut ist dies in
Abb. 1 ersichtlich, in der die Stei-
gung der Verbindungsgeraden zwi-
' schen Cg und C4 einen deutlichen

Knick aufweist.

a0t
Abb. 2. Relative Wanderungsweite
von Hydroxamséuren aliphatischer
17 L L L L L L L L L L L Ly un-Aldehyde in Abhingigkeit von der
7z 3 ¥ S5 £ 7 8 8 w 77 12 C-Zahl (bezogen auf Formhydroxam-
C-Zak/ siure)

Da primirs Alkohole mit verzweigter Kette hohere Wanderungsweiten
besitzen, kann man diesen unerwarteten Effekt moglicherweise einer Ketten-
verkn#éulung zuschreiben, die sich ja erst bei C-Zahlen grifler als 3 stirker
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bemerkbar macht. Interessanterweise tritt dieser Sprung bei den Hydroxam-
sduren der von uns untersuchten Aldehyde?® nicht ein, wie Abb. 2 zeigt.
Hier ist die Verbindungslinie bei den ersten Gliedern der Reihe lediglich
etwas gekriitmmt (die Werte fiir Acetaldehyd und n-Propanal wurden neu
aufgenommen). Die Anfangskriimmung liegt jedoch in der gleichen Richtung
wie bei den Alkoholen und scheint damit ein Beweis fiir die angenommene
Verknéulung zu sein. Genauere Aufschliisse kénnten moglicherweise Viskosi-
tédtemessungen an Losungen der betreffenden Verbindungen liefern.

Im Anschlufl an die Untersuchung der Alkohole haben wir noch zwei
Merkaptane der Papierelektrophorese unterworfen. Fiir diese Substanzen
eignet sich 0,05n NaOH als Laufmittel. Die getrennten Merkaptane
werden am besten noch feucht mit 2-proz. walr. Nitroprussidnatrium-
losung bespritht, wodurch sie sofort als rotviolette Flecke sichtbar werden.
Ein Trocknen der Streifen empfiehlt sich wegen der groBen Flichtigkeit
vor allem der niederen Glieder dieser Reihe nicht. Die erhaltenen Werte
sind auf Methylxanthogenat = 100 bezogen.

Tabelle 2. Relative Wanderungsweiten der Mercaptane,
bezogen auf Methylxanthogenat = 100

(Papier S & 82043 b, 0,05n NaOH, Spannung etwa 20 V/em, Laufzeit
30 Minuten)
Athylmercaptan 68
Amylmercaptan 51

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl erstmalig nach der hier be-
schriehenen Methode nun auch primére und sekundére Alkohole sowie Mer-
captane der papierelektrophoretischen Analyse leicht zuginglich geworden
sind, wobei die Trenneffekte als gut zu bezeichnen sind. Es ist damit mdglich
geworden, Alkoholgemische wesentlich rascher zu untersuchen, als dies
durch Papierchromatographie bisher mdglich war. Durch Anwendung
hesserer Kihlung kann die Feldspannung wesentlich gesteigert und damit
die von uns bendtigte Analysendauer von etwa 30 Min. erheblich gesenkt
werden, so daB eine ausgesprochene Schunellmethode zur Trennung von
Alkoholen und Mercaptanen zur Verfligung steht.

Frau I. Szabolcs mochte ich an dieser Stelle fiir die Hilfe bei der Durch-
fithrung der Versuche meinen Dank aussprechen.



