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Es wurde die Papierelektrophorese der Alkali-lonen untersucht und in ihr  ein Verfahren gefunden, das 
es ermoglicht, Li, Na, K (+ Rb + Cs), Mg zu trennen und qualitativ und quantitativ zu bestimmen. 
Storungen durch einige wenige Substanzen sind leicht eliminierbar. Der qualitative Nachweis gelingt 
mit einem pH-lndikator, die quantitative Bestimmung i s t  nach Elution durch eine beliebige Mikro- 
methode oder direkt auf dem Papier durch Retention moglich. Die notwendige Analysensubstanz 
betragt 10-50 y bei der qualitativen und 100-1000 y bei der quantitativen Bestimmung; Analysendauer 

zwei bis drei Stunden. 

Papierchromatographie und Papierelektrophorese haben 
auch zur Analyse anorganischer Substanzen vielseitige 
Verwendung gefunden. Die Papierchromatographie der 
Alkalien wurde bereits in zahlreichen Arbeiten beschrieben. 
Die erhaltenen R,-Werte sind abhangig von der Art des 
analysierten Alkalisalzes. Diese Vielfalt der moglichen 
Kombinationen Alkali-Ion 4- Anion bringt Schwierigkeiten 
mit sich, erfordert meist eine langere Vorbehandlung der 
Analysenliisung und bedingt geringe Spezifitat. Es wurdc 
daher das Verhalten der Alkali-Ionen bei der Elektro- 
phorese auf Filterpapier untersucht. 

Grundlagen 

In der Papierelektrophorese spielt die Art der urspriing- 
lichen Analysenliisung eine untergeordnete RolIe. Da Ka- 
tionen und Anionen in entgegengesetzte Richtungen wan- 
dern, werden die beiden Ionenarten rasch getrennt. Es 
ist daher gleichgultig, welches Salz eines bestimmten Al- 
kalimetalls verwendet wird. 

Wichtig ist dagegen die G r u n d l o s u n g ,  d. i. die Losung 
des Elektrolyten, rnit welcher das Papier getrankt wird und 
in der die Ionen der Analysensubstanz wandern. Nach 
Trennung der Kationen und Anionen der urspriinglichen 
Analysenlosung stehen die elektrophoretisch wandernden 
Alkali-Ionen zu jedem Zeitpunkt der Papierelektrophorese 
mit entgegengesetzt wandernden Anionen des Grundelek- 
trolyten im Gleichgewicht der Elektroneutralitat. Dies 
bedeutet, daR z. B. die Papierelektrophorese von Natrium- 
sulfat in Salzshre infolge der Abwanderung des Suifat- 
Ions schlieRlich zur Bildung von Natriumchlorid fuhrt. 
Durch die Art des Grundelektrolyten wird also das Anion 
bestimmt, rnit dern die Alkali-Ionen am Ende der Papier- 
elektrophorese im Dissoziationsgleichgewicht stehen. Da- 
rnit ist die Moglichkeit eines i n  d i r e  k t e n Nachweises der 
Alkalien iiber ein mit diesen verbundenes, charakteristi- 
sches Anion gegeben. Dieser Nachweis (z. B. des Natriums 
iiber das Chlor-Ion) ist naturlich unmoglich, solange das 
Grundmedium (Salzsaure) im Papier vorhanden ist. Erst 
dann, wenn dieses am Ende der Papierelektrophorese ohne 
Veranderung der Suhstanzverteilungen q u a n  t i t  a t i v  aus 
dem Papier entfernt werden kann, so da13 im genannten Bei- 
spiel nur die mit den Na-lonen im Dissoziationsgleichge- 
wicht stehenden CI-Ionen verbleiben, ist dieser Nachweis ge- 
sichert. Dies lie13 sich im Falle der Salzsaure bemerkens- 
werterweise weder durch Abdunsten in der Kalte, noch 
durch Erwarmen im Trockenschrank erreichen. Eine salz- 
saure Losung schied -- ebenso wie viele andere - - -  schon aus 
diesem Grunde aus. Es ergab sich jedoch, dal3 eine w a R -  
rige Ammoncarbonat-Losung die gestellten Anspruche be- 
friedigend erfullt. Die Wahl dieser Grundlosung und der 

Verlauf der Papierelektrophorese erklart sich aus 
den1 Schema: 

~- ~~ ~~ 

folgen- 

1 NHI+  NH,+ NH,+ Nab Na+ Na+ NH,+ NH,+ NH,+ 
c -  c- c- x- x- x- c- c- c- 

Der Papierstreifen is t  mit  waWriger Ammoncarhonat-Losung 
(c= l / z  CO,) gotrankt, in  dcr Mitte des Streifens wird die Losung 
des Alkalisalzes N a X  (X- = ein beliebiges Anion) aufgetragen. 

2 
~~ 

NH,+ NH4+ NH,+- NH,+ ~ N a +  Na+ N a + !  NH,+ NH4+ 
~ 

~ ~ ~~ ~~~~~~ . + 
c-. c- ~ x -  x- x-1 c -  c- c- c -  

Beginn der Papierelektrophorese: Die Kationen (Na+,  NH,+) 
wandern zur Kathode, die Anionen (X-, CO,L-)  zur Anode. Der 
Streifen t aueh t  mit  den Enden in Ammoncarbonat-Losung, die 
Elektrodenvorgange gehen dahor auWerhalb des Papiers vor sich. 

3 NH,+ NH4+ NH,+ NH,+ NH,+ I Na+ Na+ Na+ NH,+ 
- __ + 

~ 

c x- x -  x- c- c- c- c- c- 

I m  weiteren Verlauf folgt vollstandige Trennung yon Na+ und  X-, 
d. h. die Analyse ist von der Ar t  des ursprunglich vorliegenden 
Alkalisalzes vollstandig unabhangig. 

Aus dem Papierstreifen wird der Grundelektrolyt (Ammon- 
carbonat)  durch Warmc  entfernt  und damit  das nicht mit  Alkali- 
Ionen vcrbundene Carbonat hoseitigt. Die in  Form einer alkalisch 
reagierenden Verbindungl)  verbliebenen Alkalien werden durch 
Spruhen mit einem p,-Indikator nachgewiesen. 

Prinzipiell ist die Verwendung jeder fluchtigen Substanz 
(Ammoniak, Amine, niedere aliphatische Monocarbon- 
sauren, Schweflige Saure u. a.) an Stelle des Ammon- 
carbonates moglich, sofern das resultierende Anion leicht 
nachweisbar ist. Das Animoncarbonat ist jedoch allen 
gepriiften Stoffen iiberlegen. So ist die Verwendung einer 
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Bild 1 

Elektropherogramm der Alkalien und des Magnesium5 
(punktformig aufgetragen) 

l) I n  welcher Form die Alkali-Ionen a m  Ende der Papierelektro- 
phorese vorliegen, wurde nicht nntersncht. Die im Schema dar- 
gestellte Bildung der Carbonate IaiBt sich in dieser Form nicht 
streng aufrecht erhalten, d a  das verwendete kanfliche Ammon- 
carbonat selbst ein Gemisch von Bicarbonat und Carbamat dar- 
stellt. Es liegt daher nahe, als Endzustand die Alkali-bicarbonate 
bzw. -carbarnate oder ahnliche Verbindungen anzunehmen. 

~- 
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alkalischen und carbonatischen Grundlosung fur die Spe- 
zifitat der Alkali-Analyse Bedingung, weil sie die meisten 
anderen Kationen als unlosliche Verbindungen nieder- 
schlagt, so daR diese keine oder cine so geringe Wanderung 
zeigen, daB die Bestimmung der Alkalien nicht gestort 
wird. SchlieBlich bedeutet der Nachweis der Alkalien 
durch einen pu-Indikator einen groBen Vorteil gegeniiber 
qualitativen Methoden, welche komplizierte Reagentien fur 
denselben Zweck beniitzen miissen. 

Magnesium wandert wahrscheinlich als Komplex. 

1 Ionenbeweglichk. Relat. 

1 in lo5 cma.V-%x-l ~ (yalium = 1,OO) 
bei 18°C Geschwindigk. 

I I 

Magnesium . . . . . . . . . . .  
Lithium . . . . . . . . . . . . . .  
Natrium . . . . . . . . . . . . . .  
Kalium . . . . . . . . . . . . . . .  
Rubidium . . . . . . . . . . . .  
Caesium . . . . . . . . . . . . . .  

45 
33,4 
43,5 
64,6 
64,3 
68 

0,34 
0,53 
0,72 
1 ,oo 
1 ,oo 
1 ,oo 

Spezif itat 
Kationen, welche durch Ammoncarbonat gefallt werden, 

storen nicht, da die praktisch undissoziierten Niederschlage 
elektrophoretisch nicht wandern. Dazu gehoren z. B. Cal- 
cium, Strontium, Barium, Eisen, Chrom. Kationen, welche 
einen Anionokomplex bilden, storen nicht, da sie 7ur Anode 
wandern. Dazu gehort z. B. Uran. 

Kationen, welche durch Ammoncarbonat nicht gefallt 
werden oder rnit freiem Ammoniak losliche Atnmine bilden, 
miissen vor der Papierelektrophorese auf dem Startpunkt 
in eine unlosliche Verbindung iiberfiihrt werden. Auf dem 
Papier fallt man das betr. Kation mit einern alkalifreien 
Reagens (i. allgem. Bespriihen mit Ammonsulfid-Losung). 
Derartige storende Kationen sind Cobalt, Kupfer, Nickel, 
Quecksilber, Silber und Thallium. 

Stark basische organische A m i n e ,  wie Piperidin oder 
Pyrrolidin konnen storen. Durch Erwartnen lassen sie sich 
aus dem Papier entfernen. Schwach hasische Stickstoff- 
Verbindungen wie Anilin oder Pyridin storen nicht. 

Anionen storen nicht, da sic zur Anode wandern. Auch 
starke Sauren beeintrachtigen die Analyse nicht, selbst bei 
eventueller Verkohlung der Aufgabestelle. 

Mindestkonzentrationen 
Durch wiederholtes Auftragen und Eintrocknen der 

Analysenlosung auf dem Papier kann auch aus sehr gering 
konzeritrierten Proben schlieBlich die erforderliche Ana- 
lysenmenge hergestellt werden. Zuni qualitativen Nach- 
weis mittels Indikatorspriihung geniigen im allgemeinen ca. 

Grammatom Alkali-Ion, d. s. 10--50 y; zur quantita- 
tiven Analyse benotigt man 100-1000 y. 

Aufkonzentration durch wiederholtes Auftragen und 
Eintrocknen ist rnit einer Infrarotlampe und einem Ven- 
tilator sehr rasch moglich, umso mehr, da selbst hei quan- 
titativer Bestimmung eine Messung des aufgegebenen Vo- 
lumens an Probelosung nicht unbedingt notwendig ist. 

Quantitative Besti m mu ngsmet hoden 
Quantitative Analyse nach Elut ion 

Wie in der Papierchromatographie kann man die ge- 
trennten Substanzen durch Auswaschen yuantitativ aus 
dem Papier entfernen. Danach steht es frei, wie die Sub- 
stanzen bestitnmt werden. Das Vorliegen in ganz reiner 
Form erlaubt die Anwendung vieler Mikromethoden. 

Iin Falle der Alkalien sei u. a. auf die Polarographie ver- 
wiesen, welche zwar selbst eine Trennung Natrium/Kalium 
nicht zu leisten vermag, wohl aber bei Reinsubstanzen 
gute Resultate liefert. Uberdies bedeutet die auf eine Pa- 
pierelektrophorese folqende polarographische Bestimmung 

eine weitere Auftrennung Kalium/Rubidium + Caesium. 
Die benotigte Konzentration von ca. 0,005 n ist mit entspr. 
GefaB mit den elektrophoresierten Mengen herstellbar. 

Zu quantitativen Analysen benotigt man die GroBe der 
Absolutmenge an Probelosung. Sic kann ermittelt werden: 
1 .) durch Messung des aufgegebenen Volumens Probelosung 
mit einer Mikropipette; 2.) durch Volumensmarkierung 
mit einem Radioelement; 3.) durch Arbeiten mit Leitsub- 
stanz (vgl. den folgenden Abschnitt). 

Quantitative Analyse durch Retention 
Eine Moglichkeit zur quantitativen Bestimmung der Al- 

kalien bietet die von Th. Wieland und Mitarbeitern2) fur 
Aminosauren und Proteine entwickelte Retentionsanalyse. 

Als Retentionsmittel wird Eisen(I I I)-rhodanid in Dioxan 
verwendet. Das getrocknete Elektropherogramm wird mit 
einer Langsseite (= eleklrophoretische Laufrichtungj in 
diese Losung eingehangt. Die tiefrote Fliissigkeit steigt im 
Papier in die HBhe, wobei an jenen Stellen, an denen die 
Alkalien vorliegen, der Rhodanid-Komplex unter Fallung 
von Eisenhydroxyd entfarbt wird. Wahrend an den alkali- 
freien Stellen die Rhodanid-Losung unverandert weiter- 
wandert, erhalt man im Rereich der Alkalien weilje FIa- 
chen, die sich gegen die intensiv rote Farbung des restlichen 
Papiers sehr deutlich abheben. Aus der FIachengroBe und 
-form IaSt sich die Suhstanzmenge ermitteln. 

Jedes durch alkalische Substanzen fallbare Kation erscheint 
fur die Retention der Alkalien geeignet. Der Vorteil des Eisen- 
rhodanids liegt u. a. in  der bereits bei sehr geringen Eisenmengen 
au5orordentlich intensiven Farbung der Losung. Dies bedeutet 
cine quantitative Bestimmbarkeit der Alkalien bis zu geringsten 
Konzentrationen, d. h. solange die Rotfarbung noch wahrnehmbar 
ist und nicht bereits durch das Filterpapier selbst zerstort wird. 
AuBerdem ist die Retention wahrend ihres ganzen Verlaufes deut- 
lich zu beobachten. 

Die Retentionsliicken der einzelnen Substanzstreifen ge- 
ben nur das V e r h a l t n i s  d e r  M e n g e n  der einzelnen Al- 
kalimetalle, bzw. des Magnesiums untereinander, jedoch 
noch nicht die Absolutmengen. Dazu bedarf es des Zu- 
satzes einer ,,Leitsubstanz". Liefert z. B. eine Natrium 
und Kalium enthaltende Probe nach Zusatz einer bekann- 
ten Menge Lithium als Leitsubstanz ein Verhaltnis Li: Na:  
K = 1:3:4, so lassen sich als Absolutwerte die 3fache 
Menge Natrium und die 4fache Menge Kalium iin Vergleich 
zur zugegebenen Menge Lithium feststellen. Die Mengen- 
angaben beziehen sich auf Gramtnatome, d. h. 23 Gew. T. 
Na liefern dieselbe Retention wie 39 Gew. T. K oder 24/2 
Gew. T. des 2wertigen Mg. In  dem seltenen Fall einer Aita- 
lyse von Magnesium, Lithium, Natrium und Kalium ne- 
beneinander tnuD man zunachst eine Analyse ohne Leit- 
substanz ausfiihren und dann die Verschiebung des Ver- 
haltnisses der Ionen zueinander ermitteln, die auf Zusatz 
einer bekannten Menge eines der Ionen eintritt. 

GroBe Untersohiede in  den Mengen der zu analysierenden Ele- 
mente (schlechter als 1:6-10) uberwiudet man, indem man zwei 
Analysen rnit versohiedenen Mengen Leitsubstanz ansetzt und jo- 
weils nur eines der beiden Elemente durch Vergleich mit der Leit- 
substanz analysiert, z. B.: 

1. Probe: 200 y K, rnit 50 y Li 
2. Probe: 100 y Na + 2000 y K, rnit 50 y Li 

10 y N a  + 
Da das Retentionsmittel in dem substanxhaltigen Streifen lang- 

samer aufsteigt als i m  freien Papier, sind die Retentionsliicken der 
Konzentration nicht direkt proportional, sondern es mu0 eine 
U m z e i c h n u n g  vorgenommen werden nach der Formell) 

c = Konzentration 
h = Hohe der Reagensfront 
y = Hohe der Luckengrenzen 

c - prop. (g - I )  

Diose Umzeichnung bedeutot die Anpassung des kurzen, retentio- 
metrierton Stuckes des hochkonzentrierten Teiles des Substanz- 
streifens an das griiBere retentiometriorte Stuck des niederkon- 
~~ 

2, Th. Wieland u. L. Wirth, diese Ztschr. 62, 473 [I9501 
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zentrierten Teiles durch entsprechende Multiplikation. Die Voraus- 
setzuug fur die Genauigkeit eiuer Iletentionsanalyse ist daher die 
konstante Breite eiues Substanzstreifcns. 

Bild 2 
Retentionsanalyse einer Probe Mg-Na-K mit Li als Leitsubstanz. 
Die punktierten Linien zeigen die Grenzen der einzelnen Substanz- 
streifen, die Wanderungsweite des Rhodanids ist gestrichelt. Die 
Umzeichnung wurde auf dem Papier selbst vorgenommen (ausge- 
zogene Linien). Eingewogen wurde ein Verhaltnis Mg: Li: Na: = 
560:273 :74: 1466 gemessen 613:273:48: 1522. die starke Abwei- 
chung des Na-WGrtes erklart sich aus der zu ieringen Na-Konzen- 
tration, ein weiteres mit hoheren Konzentrationen durchgefiihrtes 

Elektropherogramm ergab den richtigen Wert (vgl. Text) 

Ein Bild iiber die G e n a u i g k e i t  der Retentionsanalyse geben 
die folgenden Beleganalysen (Lithium jeweils als Leitsnbstane). 
Die Zahlen sind die analysierten Gewichtsmengen in  y, die Ana- 
Iysendaten die Mittel aus drpi Parallelproben: 

Magnesium 1 Natrium 1 Kalium 
I 

Eingewogen . . . . . 806 801 
820 1 792 

Eingewogen . . . . . ' 423 922 

Gefunden . . . . . . , 

Gefunden . . . . . . . 407 969 ' 875 

Eingewogen . . . . . 190 1 445 1250 
Gefunden . . . . . . . 205 44 1 1204 

Bei Anwesenheit vou Fremdsubstanzen a m  Star t  kann die Be- 
stimmung des langsam wandernden Magnesiums u. U. durch 
Diffusionseffekte gestort werden. 

Quantitative Analyse durch Radiographie 
Aus theoretischen Uberlegungen ergiht sich die Moglichkeit 

einer quantitativen Analyse durch Papierelektrophorese in  lac- 
markiertem Ammonoarbonat. Nach Abdampfen des iiberschiissi- 
gen Ammonoarbonates miillten die Alkalien als radioaktive Ver- 
bindungen verbleihen, deren quantitativer Auszahlung mit dem 
Geiger-Gerat nichts im Wege stiinde. 

Diese Nethode wurde jedoch nicht untersucht. Ihrer Verbrei- 
tung s teht  der derzeitige hohe Preis yon l*C-markierten Verbin- 
dungen entgegen. 

Technik der Analyse 
Apparatur 

Zur Papierelektrophorese der Alkalien kijnnen alle Anlagen ver- 
wendet werden, welche den Papierstreifen durch direktes Aufliegen 

I auf einer Kiihlerflaohe auf 8-10°C halten. Die Laufflache soll 
pro Analysenprobe ca. 35x 12 om betragen. 

Bild 3 
Papierelektrophorese-Anlage zur Alkalianalyse: 1 = Randgefaae 
rnit Grundlosung und Elektroden, 2 = Kiihler, 3 = Filterpapier- 
streifen zur Ausfiihrung der Analyse, 4 = eine der sechs Deck- 

platten. Die Kiihlflache betragt 35x80 cm 

Die Anlage des Bildes 3 gestattet sechs quantitative Bestim- 
mungen gleichzeitig. Der Kiihler ist untcrtcilt, u m  durch geeig- 
neten DurchfluD eine wirkuugsvolle Kiihlung zu erzielen. Die 
Deckplatten liegen entweder direkt auf der Papierflache auf oder 

werden durch seitlich iiber das Papier gelegte Graphitstahe in ge- 
ringem Abstand von dieser gehalten. Als Stromquelle dient ein 
Gleichrichter fur  1000 V =  bei einer Maximalbclastung von 1 Amp. 
(ca. 100 mA Betriebsstrom pro Streifen). 

Vor Inbetriehnahme ist zu iiberpriifen, ob die angewandte Kiih- 
lung jede Erwarmung des Papierstreifens unterbindet. Fur Span- 
nungen bis 1000 V geniigt die Kiihlung durch Leitungswasser 
(10 "C),  bei hoheren Spaunungen ist zur Kiihlung eine Solelosung 
mit Umlaufpumpe notig. 

Aus Sicherheitsgriinden soll die Anlage rnit einer durchsichtigen 
Kunststoffplatte verschliel3bar sein, deren Abnahme gleichzeitig 
eine Unterbrechung der 220 V-Leitung zn Transformator und 
Gleichrichter rnit sich bringt. 

Qualitative Bestimmung 
Man verwendet einen Filterpapierstreifen Schleicher und Schiill 

2043h von 60 om Lange. Durch diese Lange wird die Einwan- 
derung yon storenden Fremdsubstanzen aus den Randgefallen in 
die eigentliche Mellzone (10-25 om) verhindert. 

I m  allgemeinen arbeitet man bei der qualitativen Bestimmung 
mit einer Konzentrationsreihe, t ragt  also a n  mehreren Punkten 
der Startlinie durch wiederholtes Aufgeben und Eintrocknenlassen 
steigende Mengen Analysenlosung auf. Derart lassen sich auch 
geriugste Mengen qualitativ erfassen, wahrend man bei nur einer 
einzigen Konzentration Gefahr lauft, niedrig konzentrierte Alkali- 
metalle zu iibersehen. 

Der EinfluB storender Kationen ist zu beriicksiehtigen und, wie 
beschrieben, zu eliminieren. 

Man lallt eintrocknea (Trockenschrank) und bespriiht das ganze 
Papier gleichmal3ig mit Grundlosung (40 g/1 Ammonearbonat des 
Handels). Das Aufspriihen mull abgebrochen werden, lange bevor 
a m  Streifen ZerflieDen eintritt. 

Als Vergleich wird daueben eine Mg-Li-Na-K-Standardlo- 
sung mitelektrophoriert ; dies sichert eine einwandfreie qnalita- 
tive Identifiziernng. Der Nachweis folgt nach dem Trocknen 
(110 "C) durch Bespriihen mit einem bei pH 6-7 umschlagenden 
Indikator. Aus der Grolle der entstehenden Suhstanzflecken und 
dem Verlauf der Konzentrationsreihe erhalt man AufschluB iiber 
eine u. U. notwendige Aufkonzentrierung oder ein Verdiinnen der 
Analysenlosung fur die quantitative Bestimmung sowie iiber Art 
und ungefahre Menge der zuzusetzenden Leitsubstanz bei An- 
wendung der Retentionsanalyse. 

Quantitative Bestimmung 
Man verwendet einen Filterpapierstreifen Schleicher und Schiill 

204313 von ca. 60x10 cm. Die Probelosung wird in  Form eines 
schmalen Streifens, ca. 20 cm von dem der Anode zugewandten 
Rand der Papierbahn entfernt, senkrecht zur Elektrophoresen- 
richtung aufgetragen. Wesentlich ist, dall der Aufgabestreifen 
iiberall dieselbe Breite (ca. 2 m m )  hat. 

Man trocknet und bespriiht wie bei der qualltativen Bestim- 
mung. Sind storende Ionen, z, B. Kupfer, vorhanden, so wird vor 
dem Aufspriihen der Grundlosung die Aufgabestelle der Analysen- 
losung rnit Ammonsulfid hespriiht und dieses i m  Trockenschrank 
wieder entfernt. 

Der feuchte Streifen wird der Papierclektrophorese unterworfen. 
Bei 1000 V betragt die Analysendauer durchschnittlich 10 his 
35 min. Danach wird der Streifen entnommen, an den Grenzen 
der Laufflache ahgeschnitten nnd getrocknet (110 "C).  

Vor der quantitativen Analyse spriiht man schwach rnit einem 
bei pH 6-7 umsehlagenden Indikator (so z. B. rnit Merck-Univer- 
salindikator, wobei die Alkalien als grunblauc Streifen auf rotem 
Untergrund erscheinen) und zeichnet die Substanzverteilungen 
ein. Jeder Suhstanzstreifen soll rechtwinklig zur Laufrichtung 
stehen und gleichmaBig breit sein. Durch lokale Uberhitznng 
(schlechte Kiihlung) erhalt man verzerrte Verteilungen, weil die 
Ionen in  der Warme rascher wandern. 

Bei Analyse nach Elution schneidet man die einzelnen Substanz- 
streifen aus und wascht sie nach den iiblichen Methoden durch 
Anfsaugen von Wasser aus. Die Losungen der einzelnen Reinsuh- 
stanzen werden einer geeigneten Mikrobestimmung unterworfen. 

Bei Analyse durch Retention schneidet man den troekenen Pa- 
pierstreifen a n  den Seiteu glatt,  hiegt ihn zu einer Manschette und 
stellt diese in  einem Dioxandampf-gesattigten Behalter in  eine 
ea. 6 m m  hoch mit der Retentionslosung gefullte Schale. 

Als Retentionslosung wird eine Eisen(II1)-rhodanid-Losung 
verwendet: Man vereiuigt 3 Volumenteile einer Losung von 
Eisen(II1)-ammonsulfat (ca. 25 g Fe/l) und 1 Volumenteil einer 
Losung von Ammonrhodanid (ca. 350 g/l) und verdiinnt mit der 
25fachen Volumenmenge Dioxan. Man lallt ahsetzen und verwen- 
det  die Feststoff-freie Losung. Die Retentionslosung kann im Be- 
darfsfall auch hoher konzentriert gehalten werden, bzw. ist eine 
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weitere Verdiinnung rnit Dioxan moglich, doch werden zu ver- 
diinnte Losungen bereits vom Papier weitgellend zersetzt. 

Wenn die vorauswandernde Front des Dioxans den oberen Rand 
des Papiers erreicht (nach ca. 30 min), wird das Papier aufgerollt 
und die obere Grenze des tiefroten Rhodanid-Bereiches cingezeich- 
net. Zur genauen Analyse mu0 der tiefste Punkt  der Liicken min- 
destens 2 em vom unteren Rand do8 Papiers entfernt sein. Die 
entstandenen Liieken werden umgezeiohnet und planimetriert 
oder ausgeschnitten und gewogen. 

Prof. Dr. E. Waldmann,  Vorstand des Institutes f i ir  
Organische Chemie der T .  H .  W i e n ,  bin ich fur die Er- 
laubnis zur Ausfuhrung dieser Arbeit i n  seinem Institut 
zu besondrrem Dank verpflichtet. Ferner danke ich Dr. 
H .  Berbalk fur  werfvolle Hinweise und unregendr Dis- 
kussionen. 
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Z u s c h r i f t e n  

Hydrazin-Spaltung von Actinomycinen 
Von Prof, Dr. H .  B R O C R M M A N N ,  Dr.  G. H O E I N S A C K  

und I ) r .  C. 11. siiLI;vo 
Organiseh-Chemisches Institiit der  7Tnii;ersitAt Gij'ftinyeih 

Beim Abbau yon Actinomyein C, unc? C,,) mit ITydrazinhydrat2) 
( 3  h, 140 "C)  erhielten wir ein Gemisch von Ahbauprodukten, aus 
dem durch chrnniatographische Adsorption einc kristallisierte 
Verhindung CJIi602N2, [xlz,"; -94 O (Chloroform) vom Fp 113 " C  
(Kofler-Block, korrig.) abgctrennt werden konnte. Sie gab beiin 
energisrhen Ahbau rnit konz. Snlzsaiire ein Hydrolysat, das im 
Papierchroniatogramm zwei Flecken rnit den RF-Werten des 
S a r k o s i n s  iind N - M e t h y l - v a l i n s  seigte. Da die kristallisierte 
Verbindung Ninhydrin-negativ ist, leicht sublimiert und sich in 
organischen Losungsinitt,eln, z. B. Benzol gut  lost, und da Icrner 
ihr IR-Spektrum bis auf geringfiigigc Differcnzen i ru  Gehiet 
6,75-7,50 p mit dem des I), L-N-Methyl-valyl-sarkosinanhydrides 
iihereinfitimmt, halten wir es fur &her, daW ein Anhydrid aus 
(+ )-N-Methyl-valin und Sarkosin vorliegt. 

Eine eingehende Untersnchung der Ilydrazin-Spaltung ergab, 
daW hereits unter Bedingungen, wie sie hei normalen Pcptidnn 
zur  Endgruppenhestimmiing angewandt werden3) (12 :4, Bthanoii- 
sche Hydrazinhydrat-Losung, 3 h3 100 " C )  farblose, kristallisierte 
Spaltprodukte entstehen. Durch d b b a u  von Actinomyein TI,) 
kamrn wir so u. a. z i i  einer kristallisierten Verbindung, die mit 
den1 ails Actinomycin C, und C ,  gewonnenen optisch aktiven 
N-3lethyl-valyl-sarkosinanhynrid identisch ist. Ilaneben falJten 
wir ein zweites, kristallisiertes Spaltstuck C,,H,,0,N2 vom F p  
138 "C, [NIB -167 " (Chloroform), das bei energischer Saure- 
hydrolyse zwei dminosauren mit den RF-Werten des P r o l i n s  
und V a l i n s  lielerte. Da dieses zweite Abhauprndukt ebenfalls 
optisch aktiv, Ninhydrin-negativ, leicht sublimierbar und in  or- 
ganischen Solventien gut  loslich ist, mu13 es ein Anhydrid aus den 
beiden betinomycin-Aminosluren L-Prolin und n-Valin sein. 

N-Methyl-valyl-sarkosinanhydrid, das wir ails Actinomycin C,. 
C, und I, in  Ausbeuten von mindestens 1 ,2  Mol kriutallisiert ge- 
wonnen haben, kommt als solches zweifellos nicht in  den Ac- 
tinompcineii vor, denn  es enthalt keine Gruppen, mit denen es 
in  der ~~ctinnmgcin-Molekel verankert sein konnte. Am nahe- 
liegendsten erscheint die Annahme, daO sich das Anhyclrid aus 
znnichst enhtandenem Sarkosyl-N-methyl-valin bzw. N-Methyl- 
valyl-sarkosin bildet, denn manche Methyl-aminnsailre-dipeptide 
gehen ungewohnlich leicht in  Anhydride iiber4). Wenn diese Ver- 
mutung richtig ist,  l iemist  die Isdierung von mehr als 1 Mol 
N-?rlet,hyl-valyl-sarkosinanhydrid, daB in den 2 &Lo1 Sarkosin 
und 2 Yo1 N-Methyl-valin enthaltendens) Actinomyoinen C,, C, 
und I, jede  der beiden Sarkosin-Nolekeln mit einer Molekel N- 
Methyl-valin verkniipft ist. 

Da Prolin-dipeptide ebenfalls leicht zu Anhydridcn cyclisieren: 
ist zweifellos auch das aus Actinomycin I, gewonncne Prolyl- 
valinanhydrid ein Seknndirprodukt, das whhrenrl der Ilydra- 
zinolyse aus einem Dipeptid entpteht. Seine Ausbeute (0,7 Mol) 
zeigt, daW auf jeden Fall 1 Mol des ini Actinomycin I, vorhan- 
dencn L-Prolins mit 1 Mol D-Valin verbunden ist. 

Die Ergebnisse heirn Hydrazin-Abbau haben uns veranlalit, 
das Verfahren i n  grii0erem MaBstab auf die in  unserem Institilt  
isolierten Actiuomyeine anmwenden. Dabei aind eine Reihe w-pi- 
terer krista.llisiertrr Abbauprodukte gefa13t worden. 
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Neue farbige Abbauprodukte der Actinomycine 

lion Prof .  Dr. I l .  HROC"KICZAA7Ar icnd D r .  €1. C i R O A  JY 
Organiach-Cheniieches lizstitut der  Vniversit i i t  G 6 f t i n q e u  

1)urch energisclie Sgiirehydroly-se erhielten wir aus Actinomyein 
C (Gemisch aus Actinomycin C,, C, iind C , l ) )  cine in karmoisin- 
roten PlLttchen odor Nadeln kristallisierrnde. Aminosaure-freie 
Verbindung C,,II,,O,N (Zers. oberhalb 260 " C ) ,  die wir B c, t i -  
n o r i n i n  genannt haben. Sie ist isomer mit dem beim Baryt- 
Ahbau der Actinnmycine entstebenden nesl~eptido-actinoniycin?!, 
nntersrheidet sich yon diesem abpr spektrnskopisch iinrl chemisch 
in charakt,eristischer Weise. 

Actinocinin enthalt zwei C-Methyl- iind zwei :lurch potcntio- 
metrische Titrat,ion in  50proz .  Dimethyl-formamid erialdbarc 
saiire Gnippen. Eine davon is1 ihrcm pK-Wert naeh eine Carboxy- 
Gruppe. Das N-Atom unseres Abhauproduktes is1 so schwncli 
basisch, da0  cine potentiornetrisehe Titration in Ihess ig  mit Per- 
chlorsiure nicht miiglich war. 

Mit Methyljodid-Silbcroxyd lie13 sich Actinocinin in  pin gclhcs, 
kristallisiertes Dimethoxy-Derivat ( F p  210-21 1 "C! iiherfdhren, 
das in  waljrigem Alkali unloslirh ist,  von konz. Mineralshuren aber 
unter Farhvertiefung aufgcnommen wird. Yit Renzoylchlorid- 
Pyridin gab Actinocinin ein kristallisiertes, rotes 1)ibenzoyl-Deri- 
vat ( P p  137-138 " C ) .  Seinem IR-Spektruni nach enthalt dieses 
Derivnt einp Saureanhydrid-Gruppiprung, die dem Actinocinin 
fehlt. Offenbar bildet die Carboxy-Griippe des Actinoeinins mit 
Benzoylchlorid ein gemischtes Anhydrid. I k r  zweite Renyoyl- 
Rest ist zwcifellos an eine Oxy-Gruppe gehunden. 

Von den beiden restlichen Sauerstoffatomen dcs dlatinocinins 
gehort mindestens eins tiner c h i n o i d o n  Cnrbonyl Gruppe an ,  
die sich durch eine Bande bei 6,16 p zu erkennen gibt. iiber die 
Funktion des fiinften Sauerstoffatorns lasspn sich noch keino Aus- 
sagen machen. 

Actinocinin bildet niit o-Phenylendiamin ein rothrsunes Kon- 
densationsprorlukt, eine R.raktion, die wir auf das Vorliegen einpr 
zum chinoiden Carbonyl bnnachbarten Oxy- G r u p p ~  zurhcklijhren. 
Da solche Oxy-Gruppen aiisgepriigte Aciditat zeigen, ist sonrit 
auch die Natur der zweiten sauren Gnippe  geklart. 

Neben Actinocinin erhielten wir cin zweites: kristallisiertes, 
Aminosaure-freies, rotes Saiireabbauprodukt, das dem Actinocinin 
spektroskopisch sehr Bhnlich ist,, wie dieses zwei C-Methyl- und 
zwei snure Gruppen enthiilt iind mit Zinn(ITj-chlorid ein blau- 
grunes Reduktionsprodukt likfert. I m  Geqensatz zum Actinocinin 
is t  es C h l o r - h a l t i g  nnd @bt beim Erwarmen mit wanriyern Al- 
kali eine griine Losung. 

Ilei rler clnrehydrolyse gehen r!ic Actinnmycine zuuiichPt in 
nesamino-nct inomycine~~ uber. DaFei tauscht der Farbstofftril 
der  Actinomycin-Molekel, ohne daO Aminosauren abgespalten 
werden, eine Amino-Gruppe gegen einc Oxy-Gruppe ails und er- 
langt, damit die Fahigkpit; rnit Zinn(I1)-chlorid pin tirfgriines; semi- 
chinoides R e d u k t ~ o n ~ p r o d i ~ k l , ~ )  zii tilden. Geht die SB.urc- 
hydrolyse iiber die Stuie des Desaniino-actinomyeins hiuaus, s o  
entstehen unter Freisel zung von Aniinosiuren, C h r  o m o p  e p  t i d  c 
mit unterschiedlichem Pcptid-Rest iDesamino-actinoc3.l-per~tide!, 
eine Reaktionsfolge, die schlic13lich, wenn a110 Sminos%iiren abgc- 
lost sind, zum Actinocinin fuhrt. Dahei treten am FarbstoIfteil rler 
Ilesamino-actinnmycine bzw. der Desamino-aatinn~yl-I'eptide of- 
fenhar keine wesentlichen Vcriinderiingen mehr ein: denn Actinoci- 
nin ist spektroskopisch den  Desamino-actinomyeinen sehr Shnlich 
und  gibt rhenso wie diese mit Zinn(l1)-chlorid ein tiefgrlines, semi- 
chinoides Redulitioiisprodiil~t (Absorptionsspektrum sehr Bhnlieh 
wie rlas des grdnen Semichinon4 der r,eRamino-actinonlycinr \ .  

I )  H .  Brockmann u. H .  Grone, Chem. Ber. 87, 1036 [1954]. 
') H .  Hrockmann u. N .  Grubhofer, Naturwissenschaften ,37, 494 

[1950]' Chem. Ber. 8G 1407 [19531; H .  Brockmann u. H .  M u x -  
f e ld t ,  haturwissenschaiten 4 7 ,  500 [1954]; diese Ztschr. 67, 617 
[19551. 
H. Brockmann u. B. Franck ,  Chern. Ber. 87, 1767 119541. 
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