Zur Kenntnis der Elektrophorese.

2. Mitteilung: Die Papierelektrophorese organischer Sduren und
Phenole.

Von
H. Berbalk und 0. Schier.
Aus dem Institut fir Organische Chemie der Technischen Hochschule Wien.
Mit 4 Abbildungen.
{Eingelangt am 17. November 1954.)

Es wird eine Methode zur Analyse und Trennung organischer
Sauren durch Papierelektrophorese beschrieben.

Die Papierelektrophorese (PE) hat in der organischen Chemie eine
auBergewOhnlich breite Anwendung zur Untersuchung von Amino-
sauren, Eiweilstoffen und Kohlehydraten gefunden, wenngleich viele
Ergebnisse noch mit Versuchsfehlern behaftet sind. Wir haben darauf
schon frither hingewiesen®. Abgesehen von Indikatoren und Farbstoffen,
die als Testsubstanzen dienen, sind dagegen Versuche zur PE organischer
Sduren nur vereinzelt geblieben. 7Th. Wicland und U. Feld® unter-
suchten die Wanderung der Natriumsalze von Weinsiure und Citronen-
sdure in Acetatpuffer (Nachweis durch Retentionsanalyse mit Kupfer-
acetat in Tetrahydrofuran), aber erst A. Mickl® trennte freie organische
Sauren (Apfelsiure und Bernsteinsiure). Es sind das unseres Wissens
die einzigen Versuche auf diesem Gebiste geblieben,

Unsere Arbeit verfolgte den Zweck, die PE ganz allgemein zur
Analyse und Trennung von sauren Gemischen aller Art, auch in Anwesen-
heit von Neutralstoffen, Aminen, anorganischen Tonen usw. anwendbar
zu machen. Dariiber hinaus strebten wir an, durch PE derartiger, elektro-
chemisch leicht iiberblickbarer Substanzen neue Erkenntnisse fiber den

1 H. Berbalk, Mh. Chem. 85, 1314 (1954).
2 Th. Wieland und U. Feld, Angew. Chem. 63, 258 (1951).
3 H. Michi, Mh. Chem. 82, 489 (1951).
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Mechanismus der Ionenwanderung in stabilisierten Medien zu gewinnen.
Wir werden die ausfiihrliche theoretische Interpretation der experimentell
festgestellten GesetzmiBigkeiten in einer gesonderten Mitteilung (3. Mit-
teilung in dieser Zeitschrift) verdffentlichen.

Unsere Methode bezieht sich auf Siuren, deren Fliichtigkeit einen
bestimmten Wert nicht iibersteigt; Beispiele enthilt Tabelle 1.

Verwendete Apparatur.

Beziiglich der apparativen Einzelheiten verweisen wir auf Abb. 1
und unsere 1. Mitteilung!. Als Stromquelle diente ein mehrstufig regel-
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Abb. 1. Schema der Apparatur. I Glasplatten, 2 Kohlestdbe, 3 Filterpapierbahn, 4 Filterpapier-
briicken, § Metallkiihler, 6 Gefid mit Grundlésung, 7 Heber, 8 Diaphragmen, § Elektrodengefis,
10 Elektroden.

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

Wahl des Grundmediums. Nachweis der Siure.

Zur Analyse von unbekannten Siuregemischen sowie von Siduren,
die durch spezielle Reaktionen nicht nachweisbar sind, ist ein allgemeiner
Nachweis unbedingt erforderlich. Prinzipiell ist dazu festzustellen, dall
es sich bei der PE organischer Sduren nicht um eine Wanderung der
Gesamtsubstanz, sondern um eine solche ihrer Ionen handelt?: die Sdure-

¢ Der Name ,,Elektrophorese‘ bezeichnete urspringlich die Wanderung
suspendierter, makroskopischer Teilchen in einer Fliissigkeit, wéhrend hier
elektrokinetische Effekte nichtmolekulardisperser Systeme von unter-
geordneter Bedeutung sind. Das Papier dient in erster Linie zur Konvektions-
hemmung und zur rdumlichen Stabilisierung der Substanzlage. Der deshalb
vorgeschlagene, richtigere Name ,,Jonophorese’* hat sich jedoch micht all-
gemein durchgesetzt. Man findet derzeit beide Bezeichnungen fiir die gleiche

10%
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H-Ionen wandern in der Richtung der Kathode (Kataphorese), die
Saureanionen in der Richtung der Anode (Anaphorese}). Die am Ende
der PE vorliegenden und nachzuweisenden Stoffe sind daher primér
die S#ureanionen im Dissoziationsgleichgewicht mit beliebigen, in der
Grundlosung vorhandenen positiven Ionen, so dall die Elektro-
neutralitdt gewahrt bleibt.

Das sich aus diesen Uberlegungen ergebende Schema einer PE weicht
imsofern von dem bekannten Schema einer normalen Elektrolyse ab,
als hier die elektrolysierte Substanz nicht gleichmé&Big iiber die gesamte
Grundlésung verteilt ist, sondern zu Beginn in der Mitte des Elektrolyten
lagestabilisiert ist. Fiir die PE der Oxalséiure (H - ox) erhilt man z. B.
folgendes Schema fiir zwei Medien: A in saurer GrundlSsung (mit der
Sdure HCOOH), B in schwach alkalischem Grundmedium (NaHCO,),
I. vor, I1. nach der Wanderung:

A I «-Ht H+ H+ H+ H+ H+ ,
— HCOO- HCOO- jox~ ox~ | HCOO- HCOO-—> ™

II. «—H+ H+ H+ H+ HY | HY i
— HCOO- HCOO- HCOO- {ox~ ox~ | HCOO- — ™

B I. «—Na+t Na+ H+ Ht Na+ Na+
— HCO,- HCO,- |ox- ox~ | HCO,~ HCO,~—» T

I «-Nar  H* H*  Na* Na+ Nat
— HCO,~  HCO,~ HCO,~, ox~ ox~ HCO;~— 7

Bin allgemeiner Nachweis ist natiirlich nur unter Verwendung eines
bestimmten Kations méglich; wir haben bei unseren Versuchen die
Kombination mit dem H-Ion als Nachweisméglichkeit beniitzt. Damit
ist die Verwendung einer sauren Grundlosung bereits festgelegt.

Da am Ende der PE der ,,H-Ioneniiberschull*, das heilt die Sdure
des Grundmediums, entfernt werden mufl, kommt als solche nur eine
fliichtige Saure in Frage, z. B. Ameisensiure, Essigsiure, Propionsiure
oder Schwefelige Sdure. Die genannten Sauren sind durch 20- bis 60minu-
tiges Belassen des feuchten Papiers in einem eventuell ventilierten Abzug
vollstandig entfernbar. Abzulehnen ist der Versuch einer thermischen
Entfernung dieser fliichtigen Siuren; wie schwierig diese ist, zeigt die
kombinierte Wasserdampf-Infrarot-Behandlung, die #. Denmison und
E. Phares®, anscheinend in Unkenntnis der leichten Entfernbarkeit der
Siuren in der Kilte, bei der Siurenchromatographie anwenden.

Erscheinung nebeneinander, was beim Gebrauch von Sachregistern zu
beriicksichtigen ist.
8 F. Denison und E. Phares, Analyt. Chemistry 24, 1628 (1952).
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Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dall die Wanderungsweite der unter-
suchten Sduren mit der Dissoziationskonstante wichst. Da aber der
Dissoziationsgrad einer Siure durch den pH-Wert der Grundlésung
innerhalb gewisser Grenzen einstellbar ist, gilt dasselbe auch fur den
EinfluB des pH-Wertes auf die elektrophoretische Geschwindigkeit.
Die Abb. 2 zeigt die Abhéngigkeit des Logarithmus der PE-Wanderungs-
geschwindigkeit w der Citronenséiure vom pH-Wert der ameisensauren
Grundlosung. Der annshernd lineare Verlauf der Kurve ist bei den
untersuchten schwachen organi-
schen Sauren von uns wiederholt syx
festgestellt wordenS. 24

Wir haben bei allen Versuchen
Ameisensiure als wilrige Losung
von pH = 2,00 verwendet (zirka
0,55 n). Dieses Medium ist fir g4
Séuren mit Dissoziationskonstan-
ten um 10— am besten geeignet,
da man bei geniigend hoher PE- g2}
Geschwindigkeit noch gute und
deutlich ausgepridgte Stoffvertei-
lungen erhilt. Fiir stdrkere Sduren 7 — y o
empfiehlt sich eine stédrker saure
Grundlosung. Bostelt die Gefabr A% Aot i uscopmoticien
einer reduzierenden Wirkung der
Ameisensigure auf die untersuchte Substanz, so liefert die Losung einer
anderen Sdure gleicher H-Tonenaktivitdt analoge Ergebnisse.

Technik der Versuche.

Man trigt die zu bestimmende Sidure in Form ihrer wifirigen Losung
oder geldst in einem geeigneten organischen Lésungsmittel auf. Es ist dabei
aber zu beachten, daB die Nachweisempfindlichkeit des verwendeten Indi-
kators oder eines speziellen Reagens der nach der erfolgten PE vorliegenden
Sauremenge pro Flicheneinheit angepafit sein muB. AuBerdem mufB die
angewandte Siduremenge in der Grundlésung der PE vollstéindig léslich sein.
Bleibt nimlich am Startpunkt durch Uberschreiten der Léslichkeit einige
Zeit lang ungeldste Séure zuriick, so fithrt dies zu einer Schwanz- oder Streifen-
bildung, die mitunter die Auswertung unmoglich macht, auf jeden Fall
aber die Trennung von langsamer wandernden Siduren verhindert.

Etwa 0,003 bis 0,004 ml der Ldsung werden mit einer Kapillarpipette
an einer vorher bezeichneten Stelle des Filterpapiers als kreisférmiger Fleck
oder in Form eines Streifens aufgetragen, das Papier wird mit der Grundiésung
so gleichmiBig wie moglich bespriht, oberflachlich mit Filterpapier abgeprefit
und hierauf in die PE-Apparatur eingelegt. Erfolgt das Bespriihen des Papiers

¢ Diese Erscheinungen sind theoretisch erklirbar. Wir verweisen auf
unsere 3. Mitteilung.
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gentigend gleichméBig und sorgfaltig, so ist diese Methode der in der Literatur
beschriebenen des Auftragens der Substanz auf den bereits feuchten Streifen
vorzuziehen, die oft zu einem unkontrollierten Zerlaufen des Losungstropfens
fahrt.

Als Filterpapier wurde eine der tblichen Chromatographiersorten ver-
wendet, im allgemeinen S & S 2043 b.

Nach erfolgter PE wird aus dem Papier die Ameisensdure des Grund-
mediums durch halbstundige Ventilation entfernt und die verbleibende
nichtfliichtige S#ure durch einen geeigneten pH-Indikator nachgewiesen.
Wir haben bei der Mehrzahl der Versuche eine auf eben noch alkalisch ein-
gestellte, alkohol. Bromphenolblaulésung verwendet. Andere allgemeine
Nachweise, z. B. mit KJ—KBrO,-Stirke oder Hg(CN),—KJ—J, oder
alkalischer KMnOQO,-Lésung, haben sich als nicht so geeignet erwiesen.

Die Geschwindigkeitskomponente der Lésungseinwanderung? wurde durch
Auftragen von Glucose oder Tetramethylglucose an verschiedenen charak-
teristischen Punkten des Papierstreifens bei jedemn Versuch gesondert er-
mittelt.

Ergebnisse.

Es wurde eine groflere Anzahl organischer Sduren hinsichtlich ihrer
PE-Beweglichkeit iberpriift. Man erkennt aus der Tabelle 1, daB die
PE-Geschwindigkeit im groBen und ganzen mit der Dissoziationskonstante
der Sdure absinkt.

Da die beiden untersuchten Aminosduren in der angewandten Grund-
losung von pH 2 unterhalb ihres isoelektrischen Punktes liegen, sind sie
positiv und wandern zur Kathode.

Das Vorzeichen der PE-Geschwindigkeit entspricht dem Vorzeichen
der Elektrode, zu der die entsprechenden Ionen wandern.

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

Die angegebene PE-Geschwindigkeit ist die Wanderungsweite des
Konzentrationsmaximums. Da dieses durchaus nicht immer in der
Mitte des nachweisbaren Siurefleckes liegt, sind Ausmessungen bei grofien
Flecken unsicher.

Analytische Anwendungen.

Es wurde eine groflere Zahl praktisch anfallender sowie kiinstlich
hergestellter Sinregemische durch PE getrennt. So lieB sich z. B. ein
Gemisch aus gleichen Teilen Bernsteinssure, Apfelsidure, Citronensiure,
Weinsdure, Fumarsdure und Maleinsgure in 30 Min. bei 75 V/em ohne
Schwierigkeit auftrennen, wobei diese 6-S#urentrennung noch nicht das
Leistungsmaximum der Methode darstellt.

Bei der Trennung mehrerer Siuren deutet eine einseitige Verlingerung
eines Fleckes in der Richtung des angelegten Potentials auf unvollstindige
Auftrennung zweier oder mehrerer Substanzen. Ist die Ausbreitung
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Tabelle 1. PE-Geschwindigkeit (w) der unter-
suchten organischen Carbonsiuren und
Phenole (gruppenweise nach ihrer S#urestirke

geordnet).
Grundmedium: HCOOH vonpH 2 4 !
Temperatur: 10° C .10 ‘ 105, cmz/sec V.
Oxalsdure ............. 650 : 9,0
Dichloressigsdure . . ... .. 330 6,5
Maleinséure ........... 120 ‘ 6,7
Brenztraubenséure ..... 30 i 3,7
Monochloressigséure . . . . 15 : 2,9
Aconitsdure . .......... 15 ! 2,4
Fumarsaure ........... 10 2,2
Weinsdure. ............ 9.8 : 2,3
Citronenséure.......... 8,3 : 1,9
Sulfanilsgure .......... 6,2 1,6
Apfelsdure............. 3,8 1,4
Glycerinsdure.......... 2,3 1,2
Glykolsgure ........... 1,5 0,7
Itaconséure ........... 1,5 ‘ 0,7
Milchsdure ............ 1,4 ] 0,7
Bernsteinséure . .. ...... 0,64 | 0,2
Glutarséure ........... 0,47 0,1
Adipinsédure ........... 0,33 ‘ 0,1
Valeriansdure . . ........ 0,16 0,056
Gluconsdure . .......... — ‘ 0,7
1

Pikrinsdure. ........... 3810 6,1
Diunitrophenol-1,2,4 . . ... 080 I 02
Asparaginséure ........ — — 1.3
Glutaminsdure . . ....... — — 1,3

aber in allen Richtungen gleichmiBig erfolgt, so 148t dies auf Diffusion
schliefen. Im Zweifelsfalle geniigt kurzzeitiges Umpolen; im ersten Fall
wird der Saurefleck kleiner werden, im Falle von Diffusion jedoch dieselbe
Fliche einnehmen.

Die ‘qualitative Bestimmung einer unbekannten Sdure ist durch PE
wenigstens anndhernd méglich, wenn man im gleichen Elektrophero-
gramm jene Sduren mitwandern lift, die mit der zu bestimmenden
identisch sein konnen. Bine derartige Analyse ist dann von Wert, wenn

1. die in Frage kommenden Sinren gleiche funktionelle Gruppen
tragen und dadurch auf die organischen Gruppenreagenzien gleich an-
sprechen,

2. nur geringste Probemengen zur Verfligung stehen,

3. die Analyse rasch durchgefibrt werden mufl . (papierelektro-
phoretisch 10 bis 30 Min., chromatographisch durchschnittlich 16 bis
24 Stdn.).
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Eine qualitative Bestimmung kann aber auch moglich sein, wenn
etwa bei selten dargestellten Siuren augenblicklich keine Vergleichs-
I6sung vorliegt. Es ist aus der Tabelle 1 ersichtlich, dafl die Wanderungs-
geschwindigkeit der Siure eine zwar rohe, aber oft geniigend sichere

"
J:fan‘ Jff

T J
< o o o X

—

o]
]

<
° T
° Ssyren

o
neyrrel Subst

T — Flektrophorese *+ Tolgende Chromaragraphre [

Abb. 8. Schema der Kombinafion Elektrophorese~—Papierchromatographie.

Abschétzung ihrer Dissoziationskonstante gestattet. Ist diese in der
Literatur angegeben, oder lifit sie sich aus dhnlichen Sduren gréBen-
ordnungsmiflig bestimmen, so kann aus der PE-Geschwindigkeit meist
ot die Zahl der iiberhaupt méglichen Strukturen
f entscheidend eingeengt werden. Wir selbst hatten
N eine Carbonsdure zur Analyse, deren mutmaB-
liche Struktur entweder X - CHOH - COOH (I)
oder X - CO - COOH(II} sein konnte (X = ein
organischer Rest). Aus den Dissoziationskon-
stanten &hnlich gebauter Verbindungen und
- +| der PE-Wanderung konnte die Struktur I als
- wahrscheinlicher bezeichnet werden, da die in
A ot aeltro- 5 Stellung stehende Ketogruppe eine stirkere
Dissoziation und damit eine iiber der beob-

achteten liegende Wanderungsgeschwindigkeit bedingt hitte.

Kombination von PE und Papierchromatographie;
Elektrochromatographie,

Es gibt zwei Moglichkeiten, die Vorteile von PE und Chromatographie
zn verbinden:

1. die Aufeinanderfolge der beiden Methoden (Kombinationsmethode)
und

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

Wihrend man bei der Elektrochromatographie (Abb. 4) an die gleich-
zeitige Verwendbarkeit der Grundlésung in PE und Chromatographie
gebunden ist, stellt das Kombinationsverfahren (Abb. 3) die Wahl
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des — meist schlecht leitenden, organischen —— Chromatographier-
gemisches frei. Man kann hier schlieflich so weit gehen, dall man nach
durchgefithrter PE den Papierbogen entsprechend zerschneidet und fiir
Sduren, Neutralstoffe usw. gesonderte Chromatographiergemische an-
wendet. Im allgemeinen wird man daher in der praktischen Analyse
der Kombinationsmethode den Vorzug geben. Die Elektrochromato-
graphie erméglicht dagegen die Gewinnung von wertvollen Substanzen.
Beniitzt man den Startpunkt als sténdigen ZufloBpunkt des zu trennenden
(Gemisches, so wird dag Verfahren vollkontinuierlich. Der Schnitt zwischen
den eingezeichneten Resultanten in Abb. 4 und dem unteren Ende des
Papierbogens gibt jene Punkte, an denen jede Substanz fiir sich abtropit.
Wandern die zu trennenden Substanzen nicht im elektrischen Feld, so
kann auch eine chromatographische Trennbarkeit die kontinuierliche
Gewinnung nicht ermdglichen, zwei elektrophoretisch trennbare Stoffe
aber sind immer durch Elektrochromatographie praparativ erhiltlich.

Uber spezielle Ergebnisse der auf diesen Methoden beruhenden Ver-
suche werden wir zu einem spiteren Zeitpunkt berichten.



