20 Wanderung geldoster Ladungstrager im
elektrischen Feld (Elektrophorese;
Elektrodialyse)

20.1 Geschichtliche Entwicklung

Die grundlegenden Untersuchungen iiber die Wanderung gelGster Ionen im elektri-
schen Feld stammen von Kohlrausch (1897). Auf Unterschieden der Wanderungs-
geschwindigkeiten beruhende Trennungen wurden erstmals von Kendall (1923) be-
schrieben, das Verfahren kam aber erst durch Tiselius (1930) zu groerer Bedeutung,
der mit einer andersartigen Apparatur Trennungen hochmolekularer biologischer
Substanzen erzielen konnte. Die Methode wurde spater durch die Einfiihrung von
Diinnschicht-Verfahren (Papier-Elektrophorese nach v. Klobusitzky; 1939) apparativ
vereinfacht und durch die zweidimensionale Arbeitsweise zu kontinuierlichen Tren-
nungen erweitert (Philpot; 1940).

20.2 Allgemeines
20.2.1 Definitionen

Die Wanderung von geladenen Teilchen in Losungen beim Anlegen eines elektrischen
Feldes wird als ,,Elektrophorese® bezeichnet. Handelt es sich bei den geladenen Teil-
chen um kleine Ionen, so spricht man auch von ,,Jonophorese®. Fiir Verfahren, bei de-
nen die fliissige Phase in einem por6sen Tragermaterial aufgesaugt ist, findet man die
Ausdriicke ,,Elektropherographie” und ,,Tragerelektrophorese®; wenn — wie iiblich —
hierbei die Analysenprobe in Form eines diinnen Streifens aufgetragen wird, so liegt
das Verfahren der ,,Zonenelektrophorese“ vor. Bei der ,,Elektrodialyse“ befindet sich
in der Trennstrecke eine semipermeable Wand, die nur fiir kleine Teilchen durchlas-
sig ist.

20.2.2 Erscheinungen beim Stromdurchgang durch Elektrolyte (Bildung von
Grenzflichen — Stromwirme)

Wihrend im Abschnitt 7.2.5 des zweiten Teils (,,Elektrolyse“) die chemischen Reaktio-
nen an den Elektroden im Vordergrund standen, sollen nunmehr die Erscheinungen
im Elektrolyten selbst betrachtet werden.

Beim Anlegen einer elektrischen Spannung an zwei in einer Elektrolytlésung be-
findliche Elektroden bewegen sich die Kationen unter dem Einfluss des Feldes zur Ka-
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thode, die Anionen zur Anode; beide Ionenarten wandern unabhangig voneinander,
und die Wanderungsgeschwindigkeiten sind in der Regel verschieden.

Wenn die Losung homogen ist, werden — wenigstens zu Beginn des Versuches —
im Elektrolyten keine Konzentrationsdnderungen beobachtet (diese beschrinken sich
auf die unmittelbar an die Elektroden angrenzenden Teile, d. h. sie spielen sich an den
Grenzflachen fest — fliissig ab). Das Bild dndert sich jedoch, wenn die Losung Inhomo-
genitdten enthalt, wenn sie z. B. aus zwei Salzl6sungen besteht, die durch eine scharfe
fliissige Grenze voneinander getrennt sind.

In einem senkrecht stehenden Rohr moge eine spezifisch leichtere Natriumacetat-
Losung iiber eine schwerere Natriumchlorid-Losung geschichtet sein, sodass die
Grenzflache zwischen beiden nicht durch Konvektion zerstort wird (Abb. 20.1). Beim
Anlegen einer Spannung im angegebenen Sinne bleibt die urspriingliche Grenzflache
stationdr bestehen, man beobachtet jedoch die Bildung einer zusatzlichen Grenzfla-
che, die langsam nach unten wandert. Diese trennt Acetat- und Chlorid-Ionen, die
stationdre besteht zwischen zwei Na-Acetat-Losungen verschiedener Konzentration.

Na- Na-
Acetat Acetat
(a)
NaCl Na-
A
cetat (b)
Abb. 20.1: Grenzflachen in einem inhomogenen Elektrolyten vor
NaCl und nach Stromdurchgang.
a) stationdre Grenzfliache;
+ + b) wandernde Grenzflache.

Die Anzahl der Grenzflachen ist durch die Anzahl der Ionen zu beiden Seiten der ur-
spriinglichen Inhomogenitat gegeben; bei Anwesenheit von n lonen entstehen n — 1
Grenzflachen, von denen eine stationar ist.

Wie weiter unten noch genauer ausgefiihrt wird, sind die Konzentrationsverhalt-
nisse zu beiden Seiten einer wandernden Grenzflache nicht willkiirlich wahlbar, son-
dern gesetzmaflig festgelegt.

Ein fiir elektrophoretische Trennungen stérender Nebeneffekt ist das Auftreten
von Wirme (,,Stromwéirme*) beim Durchgang des Stromes durch Losungen. Die ent-
wickelte Warme H (in cal/s) betragt

%4

H=—= )
4,18 4,18

(mit der Spannung V, der Stromstarke I und dem Widerstand R). Die Stromwé&rme
steigt demnach mit dem Quadrat der Stromstarke, was sich besonders storend be-
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merkbar macht, wenn Elektrophoresen bei hohen Feldstarken durchgefiihrt werden
sollen. Zwar werden Trennungen durch Erwarmen des Elektrolyten kaum beeinflusst,
aber die Grenzflichen konnen durch Konvektionsstromungen gestort und die Losun-
gen durch gesteigerte Verdunstung verandert werden.

20.2.3 lonenwanderung in fliissiger Phase — lonenbeweglichkeiten

Bei der Bewegung von Teilchen in einer Fliissigkeit treten Reibungskrifte auf; gelade-
ne Teilchen werden nach dem Anlegen eines Feldes zundchst beschleunigt, aber nach
sehr kurzer Zeit stellt sich eine konstante Geschwindigkeit v ein, die gleich dem Quo-
tienten aus einwirkender Kraft K und Reibungskonstante W ist; die Kraft K wiederum
ist gleich dem Produkt aus Feldstdrke Q und Ladung Z des Teilchens:

K Q-Z
V= —=—=

woow ©

Wenn das Teilchen kugelférmig ist, gilt fiir die Reibungskonstante nach dem Sto-
kes’schen Gesetz:

W=6n-n-r 3)

(n = Viskositat der Fliissigkeit; r = Teilchenradius).

Somit ist in diesem Fall

_Z2-Q

v=6n-r[-r' (4)

Um die Wanderungsgeschwindigkeiten (Dimension cm/s) verschiedener Ionen mit-
einander vergleichen zu konnen, werden sie auf eine einheitliche Feldstdarke von
1 V/cm bezogen; die erhaltenen Werte heiflen ,,Jonenbeweglichkeiten* (Dimension
‘C/’/‘]ﬁ =cm?-s - V™). Sie bedeuten die Wanderungsstrecken in cm, die die Ionen pro
s in einem Feld von 1 V/cm zuriicklegen. Die Beweglichkeiten von Kationen werden
gewOhnlich positiv, die von Anionen negativ gerechnet. Einige lonenbeweglichkeiten
sind in Tab. 20.1 angegeben; die Werte sollen nur einen ungefahren Anhaltspunkt ge-
ben, sie hdngen von der Temperatur, dem pH-Wert und vor allem von der Ionenstarke
der Losung ab. Bemerkenswert sind die verhaltnismaf3ig hohen Beweglichkeiten des
H*- und OH™-Ions.

Gl. (4) gibt unbeschadet ihrer prinzipiellen Giiltigkeit die tatsdchlichen Verhalt-
nisse nur unbefriedigend wieder, da mit ihr mehrere Faktoren nicht erfasst werden, die
fiir die Ionenwanderungsgeschwindigkeit von Bedeutung sind. Zunachst ist nicht der
aus Kristallstrukturbestimmungen ermittelte lonenradius, sondern der nur schwierig
zu bestimmende Radius der solvatisierten Ionen in Losung in Gl. (4) einzusetzen. Fer-
ner sind die Ionen — besonders die organischer Verbindungen — haufig nicht kugelfor-
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mig, auBerdem hangt die Wanderungsgeschwindigkeit bzw. Beweglichkeit noch von
der Ionenstdrke der Losung und vom Dissoziationsgrad ab. Letzterer wiederum kann
vom pH-Wert der Losung bestimmt sein. Und schlief3lich beeinflussen auch Eigenhei-
ten des elektrischen Feldes (Inkonstanz und Anwesenheit von Wechselstromkompo-
nenten) die Beweglichkeiten. Da sich nicht alle diese Einfliisse rechnerisch erfassen
lassen, miissen die Wanderungsgeschwindigkeiten experimentell bestimmt werden.

Tab. 20.1: lonenbeweglichkeiten in cm? - 5! - V! (Beispiele)

lon Beweglichkeit lon Beweglichkeit

H* +0,00326 OH~ -0,00180

Na* +0,00025 ca -0,00032

K* +0,00033 H,PO, -0,00016

Diethanolamin +0,00016 Acetat™ -0,00019
Nukleinsdure -0,00014

Triethanolamin +0,00014 Albumin -0,00006
Globulin -0,00001

In Gl. (4) tritt die Masse der Teilchen nicht auf; eine verfeinerte Theorie muss auch die-
se beriicksichtigen, wie bis zu einem gewissen Grade erfolgreiche Versuche zur elek-
trophoretischen Isotopentrennung gezeigt haben. Fiir alle praktisch vorkommenden
chemischen Trennungen kann jedoch der Einfluss der lonenmassen vernachldssigt
werden.

Im Folgenden seien die wichtigsten Variablen, von denen die Ionenbeweglichkei-
ten abhdngen, ausfiihrlicher besprochen.

Einfluss des pH-Wertes auf die Beweglichkeiten. Die Ionenbeweglichkeiten starker
Elektrolyte sind in erster Naherung pH-unabhangig, da deren Dissoziation immer
praktisch vollstandig ist. Bei schwachen Sduren und Basen sowie bei Ampholyten
zeigt sich dagegen ein ausgepragter pH-Einfluss; obwohl die Beweglichkeiten der Io-
nen von der Sdurekonzentration der Lésung nicht direkt beeinflusst werden sollten,
wandern Grenzflachen, die von derartigen Verbindungen gebildet werden, je nach
dem pH-Wert der Lésung mehr oder weniger schnell. Die Erkldarung soll fiir das Anion
einer schwachen Saure anhand der Abb. 20.2 gegeben werden.

Abb. 20.2: Einfluss des pH-Wertes auf die Wanderungsge-
% schwindigkeit einer Grenzflache.
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Ein Rohr sei mit der Losung einer starken Saure gefiillt, und in einem Abschnitt
dieses Rohres befinde sich zusitzlich eine schwache Siure (schraffiert gezeichnet).
Im elektrischen Feld bewegt sich das Anion dieser schwachen Saure mit bestimmter
Geschwindigkeit nach rechts; wenn es {iber die Grenzflache in den Teil des Rohres ein-
tritt, der nur die starke Saure enthalt, wird sich zwar die Wanderungsgeschwindigkeit
nicht dndern, aber da der (weit iiberwiegende) undissoziierte Anteil nicht mitgewan-
dert ist, wird es durch Reaktion mit den vorhandenen H*-Ionen der starken Siure fast
vollstandig in die nicht wandernde undissoziierte Form umgewandelt. Erst wenn sich
unmittelbar rechts von der Grenzflache eine ausreichende Konzentration an undisso-
ziierter schwacher Sdaure aufgebaut hat, stehen wieder merkliche Mengen an Anionen
zur Verfiigung, die weiter wandern kénnen.

Die (verringerten) Netto-Ionenbeweglichkeiten u,, einer unvollstandig dissoziier-
ten Verbindung lassen sich aus dem Dissoziationsgrad o und den (echten) Beweglich-
keiten u der Ionen folgendermaflen berechnen: Man kann den Dissoziationsgrad o
ansehen als den Zeitbruchteil ¢;, den der betreffende Anteil des Molekiils in der dis-
soziierten Form verbringt; in nichtionisierter Form verbringt er den Zeitanteil ¢,, die
insgesamt betrachtete Zeitspanne betragt ¢, + ¢t,, d. h.

__ b
t+ty

)

Die Wanderungsstrecke d, die experimentell beobachtet wird, betrdgt im Zeitraum
tL+t

d = u,(t, + t,). ©

Diese Wanderungsstrecke ist nun aber ebenfalls gegeben durch die Beweglichkeit u
des dissoziierten Anteils und die Zeit ¢,, in der er dissoziiert ist:

d=u-t;. @

Daraus ergibt sich

d u-t
u, = L 8)
t +t t +t

Die Nettobeweglichkeiten u, sind daher gleich dem Produkt aus den echten Beweg-
lichkeiten der Ionen und dem Dissoziationsgrad der die Ionen liefernden Verbindung;
die pH-Abhdngigkeit der Nettobeweglichkeiten muss daher der des Dissoziations-
grades parallel laufen. Diese wiederum lasst sich nach dem Massenwirkungsgesetz
berechnen.
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Fiir eine schwache Séure gilt z. B. (A~ = Anion):

[H][AT] _
TV ©)

Durch Logarithmieren und Umformen erhalt man

pH=pK+logM=pK+log a ,

[HA] -« 10

wobei pK der negative Logarithmus der Dissoziationskonstanten K ist. Tragt man den
Dissoziationsgrad (oder anschaulicher die prozentuale Dissoziation) gegen den pH-
Wert auf, so ergeben sich die bekannten s-férmigen Kurven, deren Lage durch den
pK-Wert gegeben ist (Abb. 20.3).

1.0 100
3
g &
205 -1 50 2
c N
K= g Abb. 20.3: Abhingigkeit
= T des Dissoziationsgrades
% 0 0 X vom pH-Wert fiir zwei
a 0 8 Sduren mit pK-Werten von

3und5.

Fiir den pH-Einfluss auf die Netto-Ionenbeweglichkeit erhélt man nach Gl. (8) ent-
sprechende Kurven, deren Hohe durch die echte lonenbeweglichkeit u gegeben ist. In
Abb. 20.4 sind einige derartige Kurven von Kationen (positive Werte fiir u,) und Anio-
nen (negative Werte fiir u,,) mit unterschiedlichen Beweglichkeiten u wiedergegeben,
wobei jeweils die Dissoziationskonstanten den gleichen Wert besitzen sollen.

Eine Anderung der Dissoziationskonstanten bei gleichen Beweglichkeiten u
driickt sich in einer Parallelverschiebung der Kurven aus; man braucht dabei nur
auf der Ordinate der Abb. 20.3 den Dissoziationsgrad durch die Netto-Beweglichkeit
zu ersetzen.

Die Anderung der Ionenbeweglichkeiten spielt sich (ebenso wie die des Disso-
ziationsgrades) im wesentlichen innerhalb eines pH-Bereiches von etwa +2 Einheiten
von dem pH-Wert ab, der dem pK-Wert entspricht; in diesem Bereich dndert sich die
prozentuale Dissoziation von ca. 1% auf ca. 99 % und die Netto-Beweglichkeit u,, ent-
sprechend von ca. 1% auf ca. 99 % des Wertes von u.

Ampholyte liegen je nach dem pH-Wert der Losung in Form von Anionen oder Ka-
tionen vor; ihre Wanderungsrichtung im elektrischen Feld ist in saurer Lésung positiv;
beim Erh6hen des pH-Wertes nimmt sie ab, bis sie beim Erreichen des isoelektrischen
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(a)

pH ——

pH——

(b)

Abb. 20.4: pH-Abhdngigkeit der Nettobeweglichkeiten fiir lonen mit gleichen Dissoziationskonstan-
ten, aber unterschiedlichen Beweglichkeiten u.

a) Kationen; b) Anionen.

Punktes Null wird. Nach dem Uberschreiten dieses Punktes steigt die Wanderungsge-
schwindigkeit unter Anderung der Richtung wieder an (vgl. Abb. 20.5).

o~
6 - \0
3 —
e
£ 0
e I
< |
" |
‘v -3 |
= |
|
|
6 |
|
| e}
IS
! ! L v
4 6 8 10
(a) pH —

\

4+
2€\
o

I
g |
w 2r !
> I
< I
(2]
5 -4r |
| ©
I 0
-6 |
| \OO
I
=2 N B \ \0.
2 4 6 8 10
(b) pH —

Abb. 20.5: Elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeiten von Ampholyten in Abhédngigkeit vom

pH-Wert.
a) Histidin; b) Glutaminsaure.

Die Trennung von Ionen mit pH-abhdngigen Wanderungsgeschwindigkeiten ist am
giinstigsten bei dem pH-Wert durchzufiihren, bei dem die Differenz der Nettobeweg-
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lichkeiten ein Maximum ist. Man kann diesen aus den Ionenbeweglichkeiten und der
Dissoziationskonstanten berechnen, doch ist die graphische Ermittlung nach Auftra-
gen der Beweglichkeitskurven (wie in Abb. 20.4) vorzuziehen, zumal sich dann die
Verhiltnisse beim Vorliegen von mehr als 2 Ionen besser iibersehen lassen.

Als Konsequenz dieser Uberlegung ergibt sich weiterhin, dass man auch Ionen
gleicher Beweglichkeiten u elektrophoretisch trennen kann, wenn nur die Dissoziati-
onskonstanten unterschiedlich sind.

Einfluss von Komplexbildnern auf die Beweglichkeiten von lonen. Komplexbil-
dungsreaktionen bewirken durch ihren Einfluss auf die Ionenradien eine Anderung
der Beweglichkeiten. Von wesentlich grofierer Bedeutung ist jedoch, dass vielfach
auflerdem noch die Ladung und evtl. sogar das Vorzeichen der Ladung wechseln,
wodurch die Wanderungsrichtung umgekehrt wird. Man kann den Einfluss von Kom-
plexbildnern mit dem des pH-Wertes vergleichen. Die Konzentration des Komplex-
bildners entspricht der der H"-Ionen, die Komplexbildungskonstante der Dissozia-
tionskonstanten. Wenn bei einer bestimmten Konzentration des Komplexbildners
die Konzentrationen an negativ und an positiv geladenen Teilchen gleich sind, wan-
dert die betreffende Komponente nicht, ein Verhalten, das dem der Ampholyte beim
isoelektrischen Punkt gleicht.

Einfluss der lonenstdrke auf die Beweglichkeit. Je grofler die Ionenstérke einer L6-
sung ist, umso mehr behindern sich die Ionen in ihrer Wanderung gegenseitig, da mit
zunehmender Anndherung entgegengesetzt geladener Teilchen die Anziehungskrifte
zunehmen (Abb. 20.6).

Fiir relativ grole geladene Teilchen gilt angendhert, dass die Wanderungsge-
schwindigkeit proportional x/Lﬁ ist (1 = Ionenstédrke). Im Grolen und Ganzen ist der
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Einfluss der Ionenstérke komplex, da durch sie zusétzlich die Feldstéarke (iiber die Leit-
fahigkeit) und die Viskositdt der Losung gedndert werden. Im Allgemeinen versucht
man, elektrophoretische Trennungen bei moglichst geringen Ionenstdrken durchzu-
fiithren; iiblich sind Werte von etwa 0,01-0,1 mol/l. Anderseits muss normalerweise
eine ausreichende Pufferkapazitidt vorhanden sein.

Einfluss der Temperatur auf die Beweglichkeit. Der Temperatureinfluss auf die Io-
nenbeweglichkeit ist im Wesentlichen durch die Anderung der Viskositit der Lésung
gegeben. Sind die Beweglichkeit u, die Viskositat n bei einer bestimmten Temperatur
sowie die Temperaturfunktion der Viskositat bekannt, so lasst sich die Beweglichkeit
bei anderen Temperaturen iiberschlagsméaf3ig nach folgender Beziehung berechnen:

n - u = konstant. (11)

20.3 Eindimensionale elektrophoretische Trennungen ohne
Trager (Tiselius-Methode)

Das Prinzip der von Tiselius (1955) ausgearbeiteten Methode sei anhand von Abb. 20.7
beschrieben. Im unteren Teil eines U-Rohres befindet sich eine Pufferlésung, die zu-
satzlich die zu trennenden Ionen enthalt. In beiden Schenkeln ist reiner Puffer dar-
iiber geschichtet, sodass zwischen den Losungen scharfe Grenzflichen bestehen. Puf-
fer und zu trennende Verbindungen sollen das Anion gemeinsam besitzen, es sollen
demnach nur die Kationen getrennt werden. Bei dieser Anordnung ist die untere L6-
sung (Puffer + Kationen) spezifisch schwerer als die iiberstehende reine Pufferlosung.

Legt man an die Elektroden eine Spannung an, so wandern die Kationen mit un-
terschiedlichen Geschwindigkeiten zur Kathode hin, und in den Schenkeln des Ge-
faBes bilden sich neue Grenzflachen aus.

Abb. 20.7: Prinzip der Tiselius-Methode (schematisch).
a) Anfangszustand;
(a) (b) b) teilweise Trennung nach Anlegen der Spannung.

Bei der apparativen Durchfiihrung derartiger Trennungen miissen die Elektrodenrau-
me von den Schenkeln des Trenngefaf3es abgesondert werden, damit die Losung nicht
durch Elektrolyseprodukte verunreinigt werden kann. Ferner fiihrt man die Trennun-
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gen bei + 4 °C, dem Dichtemaximum des Wassers, durch, um Stérungen durch War-
mekonvektion moglichst auszuschalten. Die Feldstarke betrdgt in der Regel etwa 5—
10 V/cm, sie wird begrenzt durch die mit steigender Stromstérke stark erh6hte Warme-
entwicklung. Die Substanzmengen liegen in der Grof3enordnung von einigen Hundert
Milligramm, doch lassen sich unter Verkleinerung der Kiivetten auch Mengen von et-
wa 1-5 mg Protein trennen.

Die Wanderung gefarbter lonen kann direkt mit dem Auge verfolgt werden; Farb-
lose Ionen werden durch optische Schlierenmethoden sichtbar gemacht, wobei man
zweckmafig in Elektrophoresegefdfien von rechteckigem Querschnitt arbeitet.

Nach einer ausreichenden Versuchszeit sollten unterschiedlich schnell wandern-
de Ionen vollig voneinander getrennt werden. Das ist jedoch aus mehreren Griinden
nicht zu erreichen: zum einen lassen sich die Grenzflichen wegen der doch nicht vol-
lig zu beseitigenden Konvektion und wegen der Diffusion des Geldsten nicht geniigend
lange scharf erhalten (zumal beim Vorliegen von relativ schnell difftundierenden klei-
nen Ionen); zum anderen wiirde bei quantitativer Trennung eine Zone mit reiner Puf-
ferlosung zwischen zwei Zonen mit Puffer + getrennter Substanz liegen. Da der Puffer
die spezifisch leichteste Phase im System ist, wiirde er von einer schwereren Phase
iiberlagert, was zur Zerstérung der Grenzflache fithren miisste.

Das Verfahren gestattet daher nur, die Zonen etwas auseinander zu ziehen, sodass
nur ein Teil der am schnellsten wandernden Komponente in dem einen und ein Teil
der am langsamsten wandernden im anderen Schenkel rein zu erhalten ist. Es dhnelt
in dieser Hinsicht der friiher besprochenen Frontalanalyse (vgl. 2. Teil, Kap. 6.7.5). Ob-
wohl durch Arbeiten in Kapillaren oder durch Anwendung eines Dichtegradienten in
der Losung die Schwierigkeiten beseitigt werden kénnen, wird die Methode nur noch
wenig angewendet, zumal apparativ einfachere und in der Trennwirkung leistungsfa-
higere Verfahren ausgearbeitet wurden. Die Tiselius-Methode leistet allerdings noch
heute gute Dienste bei der Bestimmung von Ionenwanderungsgeschwindigkeiten.

20.4 Eindimensionale elektrophoretische Trennungen mit Trager
(Trédgerelektrophorese)

20.4.1 Tragermaterialien — Besonderheiten bei der Verwendung von Tragern
(Adsorption - Elektroosmose — Sogstromung — Anderung der
lonenwanderungsgeschwindigkeiten - relative Beweglichkeiten)

Die bei der Tiselius-Methode erheblich storenden Strémungserscheinungen lassen
sich durch Aufsaugen der Losungen in porose Tragermaterialien verhindern. Als
solche werden verschiedene moglichst inerte Substanzen in Pulver-, Gel- oder Mem-
branform eingesetzt (vgl. Tab. 20.2). Besonders die Elektrophorese in Gelen hat zu
wirksamen Trennungen gefiihrt.
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Die Verwendung von Tragern bringt gegeniiber der ,,freien“ Arbeitsweise auf3er
der Beseitigung der Konvektionsstrémungen noch eine weitere wesentliche Ande-
rung: Man kann das Substanzgemisch als schmale Zone strichférmig auf das Trager-
material aufbringen, sodass schon nach verhdltnismaflig kurzen Wanderungsstre-
cken eine Auftrennung der einzelnen Komponenten in Zonen, die durch Bereiche
mit reiner Pufferlésung voneinander getrennt sind, stattfindet (,,Zonenelektrophore-
se“). Anderseits wird ein wesentliches Merkmal der Tiselius-Methode beibehalten;
die zu trennenden Substanzen wandern wie bei dieser in einer einheitlichen Pufferl6-
sung, und die Konzentrationsverhiltnisse werden so gewahlt, dass die Stromleitung
hauptsdchlich von den Ionen des Puffers iibernommen wird. Stoérend treten die Er-
scheinungen der Adsorption am Trager, der Elektroosmose und der Sogstrémung
auf.

Tab. 20.2: Tragersubstanzen fiir elektrophoretische Trennungen (Beispiele)

Pulverform Gelform Membranform
Sio, Kieselgel Cellulose (Papier)
Glas Agargel Celluloseacetat
Starke Starkegel PVC-Folie
PVC-Pulver Polyacrylamidgel Glasfaserpapier
Al,03 Polyesterfilme

Adsorption. Die gelosten Ionen werden mehr oder weniger stark am Trager adsor-
biert, sodass sich der elektrophoretischen Wanderung ein Chromatographieeffekt (bei
manchen Gelen auch noch ein Siebeffekt) iiberlagert. Da die Adsorption in der Regel
zu einer unerwiinschten Zonenverbreiterung fiihrt, sucht man sie durch Wahl geeig-
neter Tragermaterialien moglichst zu vermeiden. Es gibt allerdings auch Verfahren,
bei denen die Trennung mehr auf Unterschieden in der Adsorption als auf der Elek-
trophorese beruht; man spricht dann von ,,Elektro-Chromatographie®.

Elektroosmose. Bei Verwendung von Trdgern beobachtet man in der Losung eine ge-
richtete Strémung, die als ,,Elektroosmose“ bezeichnet wird. Es handelt sich dabei um
die Umkehrung der Elektrophorese.

Der Trager iibernimmt gewissermafien die Rolle der geldsten Ionen; da er sich
nicht bewegen kann, iibertragt sich die bewegende Kraft auf die Fliissigkeit.

Die Starke der Stromung hangt u. a. von der Art des Tragermaterials ab; in Glaspul-
ver ist sie beispielsweise relativ stark, in manchen organischen Gelen, z.B. Poly-
acrylamid, wesentlich geringer.

Die Elektroosmose wirkt sich besonders bei der Bestimmung von Ionenbeweglich-
keiten storend aus. Man schaltet diesen Effekt aus, indem man mit dem zu untersu-
chenden Ion eine neutrale, nicht wandernde Verbindung, z. B. Zucker, 16st und deren
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Verschiebung von der des Ions abzieht. Trennungen werden durch die Elektroosmose
kaum beeinflusst.

Sogstromung. In Elektrophoresegerdten, bei denen durch die Stromwédrme ein Teil
der Fliissigkeit von der Trennstrecke verdampfen kann, tritt zusatzlich zur Elektroos-
mose eine Sogstromung auf. Diese ergibt sich aus dem Nachstrémen von Losung aus
den Elektrodenbehdltern durch die Kapillarkrafte der Poren des Tragers.

Bei der Ermittlung von Wanderungsgeschwindigkeiten muss auch die Sogstro-
mung beriicksichtigt werden; sie gibt ferner gelegentlich zu Stérungen Anlass, da die
Pufferkonzentration und damit die Leitfahigkeit der Losung gedndert wird.

Anderung der Wanderungsgeschwindigkeiten in Trigersubstanzen - relative Beweg-
lichkeiten. In Tragersubstanzen sind die Wanderungsgeschwindigkeiten von Ionen
gegeniiber denen bei der freien Elektrophorese scheinbar verringert; die Erklarung ist
im wesentlichen in der durch die Windungen der Poren vergréflerten Laufstrecke zu
suchen. Der Effekt hdngt von der Art des Tragermaterials ab und ist z. B. auch fiir ver-
schiedene Papiersorten unterschiedlich.

Da es nur schwierig méglichist, die in Tragern gefundenen Ionenbeweglichkeiten
auf die Werte der tragerfreien Elektrophorese umzurechnen, begniigt man sich oft mit
der Ermittlung von relativen Beweglichkeiten, d. h. man bezieht die gefundenen Wer-
te auf die einer Standardsubstanz, die unter gleichen Bedingungen gewandert ist. Das
Verhiltnis von Wanderungsstrecke der untersuchten Substanz zu der des Standards
ergibt (unter Beriicksichtigung der elektroosmotischen Stromung) die relative Beweg-
lichkeit u,. Diese Werte sind gut reproduzierbar und leicht zu erhalten, zumal auch
kleinere Temperaturschwankungen nicht beriicksichtigt zu werden brauchen, da sie
sich im Allgemeinen auf beide Ionen gleich auswirken.

20.4.2 Séulenverfahren

Zur Trennung groflerer Substanzmengen (ca. 1-10 g) werden siulenformige Anord-
nungen des Tragers verwendet. Die Elektroden befinden sich am Kopf und am un-
teren Ende der Saule, ferner muss Losung, die durch die elektroosmotische Stromung
die Saule verlisst, wieder in diese zuriickgefiihrt werden (vgl. Abb. 20.8). Bei nicht
zu groflem Durchmesser der Sdule geniigt ein duferer Kiihlmantel, andernfalls muss
ein zweites Kiihlrohr im Innern angebracht werden, sodass der Trager sich in einem
Ringspalt zwischen den beiden Kiihlrohren befindet.

Nach Beendigung der Trennung kann man die Losung nach unten abflief3en las-
sen und fraktionsweise wie bei den chromatographischen Verfahren auffangen. Bei
einer anderen Methode wird der untere Teil der Sdule kontinuierlich mit Pufferlésung
gespiilt, sodass die aus der Tragerschicht herauswandernden Substanzen nacheinan-
der aus der Apparatur entfernt werden (vgl. Abb. 20.8).
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Abb. 20.8: Sdulenelektrophorese.
a, a’) Elektrolytzufluss;
M b, b’) Elektrolytablauf;
S5 ¢) Glaswollepfropfen;
(c) d) Séule;
(b) e) Kiihlmantel.

20.4.3 Diinnschichtverfahren — Papier-Elektrophorese —
Hochspannungselektrophorese — Mikro- und Ultramikroverfahren

Wesentlich vereinfachen ldsst sich die Tragerelektrophorese durch Anwenden der
Diinnschichttechnik. Man bringt den mit Pufferlésung getrankten Trager auf eine
nicht leitende Platte auf und verbindet beide Enden durch Dochte mit Pufferreser-
voiren, in denen sich die Elektroden befinden. Das zu trennende Substanzgemisch
wird in Form eines diinnen Streifens an einer Seite oder — wenn sowohl Kationen
als auch Anionen zu trennen sind — in der Mitte der Diinnschichtplatte aufgetra-
gen. Nach dem Anlegen der Spannung wandern die Ionen der Analysenprobe mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten, sodass sich die urspriingliche Auftragsstelle
verschiebt und in eine Reihe von Zonen auftrennt; durch Diffusion verbreitern sich
diese allmahlich.

Von den Diinnschichtmethoden hat wohl die Papier-Elektrophorese die breiteste
Anwendung gefunden, da die apparative Durchfiihrung bei diesem Verfahren beson-
ders einfach ist. Man legt einen langen Papierstreifen auf eine Unterlage, z. B. auf eine
Glasplatte, oder befestigt ihn freihdngend an zwei Triagern (vgl. Abb. 20.9). Die Enden
tauchen in die Pufferreservoire; die Elektroden sind durch porése Trennwande abge-
schirmt, damit die Elektrolyseprodukte nicht die Zusammensetzung der Losung auf
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Abb. 20.9: Papier-Elektrophorese (Prinzip).
a) Papierstreifen; b) Pufferlésung; c) Elektroden; d) porse Trennwande.

dem Papierstreifen verdndern konnen. Die ganze Vorrichtung wird zum Vermeiden
von Verdunstungsverlusten in einer geschlossenen Kammer untergebracht.

An Stelle von Papier verwendet man auch verschiedene andere Substanzen in
Folienform als Tragermaterialien. Als besonders giinstig haben sich einige Kunststoff-
folien (z. B. Celluloseacetat oder Polyacrylamid) erwiesen, die durch definierte Her-
stellungsbedingungen mit verhdltnismaflig einheitlichen Porengrofien erhalten wer-
den koénnen.

Farblose Zonen werden gewohnlich — wie auch bei den chromatographischen Ver-
fahren — nach der Trennung durch Anfarben mit geeigneten Reagenzien sichtbar ge-
macht. Die getrennten Verbindungen werden dann direkt auf der Schicht oder nach
dem Herauslosen fotometrisch bestimmt.

Hochspannungselektrophorese. Die als Folge der Diffusion eintretende Zonenver-
breiterung lasst sich durch Erh6hen der Wanderungsgeschwindigkeiten unter Verkiir-
zen der Versuchszeiten erheblich verringern. Man erreicht dies durch hohere Feldstar-
ken (ca. 20-100 V/cm anstelle der sonst iiblichen 5-10 V/cm). Derartige Verfahren wer-
den als ,,Hochspannungselektrophorese® bezeichnet.

Die Hauptschwierigkeit hierbei besteht in der Abfiihrung der Stromwéarme, die —
wie oben erwdhnt — mit dem Quadrat der Stromstarke und damit auch mit dem Qua-
drat der Spannung ansteigt. Man muss daher besonders wirksame Kiihlvorrichtungen
verwenden. Bei der sog. ,, Fliissigkeitskiihlung“ hangt man den Papierstreifen in einen
mit einer organischen Fliissigkeit gefiillten Trog, wobei diese aber die zu trennenden
Substanzen weder 16sen noch chemisch verandern darf. Allgemeiner anwendbar sind
Verfahren, bei denen der Papierstreifen auf einer gekiihlten Glasplatte oder besser
noch zwischen zwei gekiihlten Platten liegt (,,Sandwich-Technik*). Dadurch wird die
Verdunstung des Elektrolyten vollstandig verhindert.

Mikro- und Ultramikroverfahren. Bei der Papier-Elektrophorese liegen die Einwaa-
gen gewOhnlich im Bereich von etwa 0,1-1 mg, es handelt sich also um ein aus-
gesprochenes Mikroverfahren. Auf sehr schmalen Papierstreifen und vor allem auf
Celluloseacetat-Folien lassen sich noch Proben von einigen pg bis herab zu ca. 0,01 pg
trennen. Eine extrem empfindliche Methode mit mikroskopischer Beobachtung stellt
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die sog. Kapillarelektrophorese fiir Substanzmengen von < pg (= 10°*? g) dar. Zur
Detektion der getrennten Analyten wird z. B. die Laserfluoreszenz eingesetzt.

20.5 Spezielle Effekte bei inhomogenen Trennstrecken

Bei den bisher besprochenen elektrophoretischen Methoden war die Trennstrecke ein-
heitlich mit Pufferlésung konstanter Zusammensetzung ausgefiillt, und die zu tren-
nenden Ionen waren in verhadltnismaflig geringer Konzentration anwesend. Es las-
sen sich jedoch spezielle Effekte erzielen, wenn in der Trennstrecke unterschiedlich
zusammengesetzte Losungen aneinander stofen oder wenn Gradienten vorhanden
sind; unter bestimmten Bedingungen kénnen die Grenzflachen gegen den Einfluss der
Diffusion stabilisiert werden, die Zonen mit dem zu trennenden Substanzgemisch ver-
engt und die Ionen an bestimmten Punkten der Trennstrecke fokussiert werden.

20.5.1 Grenzflichenstabilisierung nach Kendall

Der Effekt der Grenzflachenstabilisierung sei am Beispiel einer Natriumacetat- und
einer Natriumchlorid-Losung erldutert, die in einem Rohr unter Bildung einer schar-
fen Grenzfliche aneinander stof3en (Abb. 20.10). Das elektrische Feld soll so gerichtet
sein, dass das Acetat-Ion mit der kleineren Beweglichkeit u,. — dem Chlorid-Ion mit
der groferen Beweglichkeit u, — folgt (in Abb. 20.10 wandern somit beide Anionen
nach rechts).

<«—— Na* =—— Na*

Na-Acetat NaCl

Acc— CI'—

Abb. 20.10: Verlauf des elektrischen Feldes an einer wandernden
Grenzfliche (Acetat-Chlorid-lonen).

V/em

Nach einiger Zeit sollte wegen der gréf3eren Beweglichkeit des Cl™ -Ions eine Liicke zwi-
schen den beiden Anionen entstehen, was jedoch durch die Elektroneutralitdtsbedin-
gung ausgeschlossen wird (die Liicke konnte nur Na*-Ionen enthalten). Das bedeutet,
dass die beiden Anionen gleich schnell wandern miissen; es gilt daher

VAC* = Vcr. (12)
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Gleiche Wanderungsgeschwindigkeiten v konnen aber nur dann vorliegen, wenn die
Feldstdrken in den beiden Abschnitten der Wanderungsstrecke unterschiedlich sind,
denn die Wanderungsgeschwindigkeiten sind nach dem frither Gesagten durch die
Beweglichkeit u und die Feldstidrke Q gegeben,

Vacm = Upc - QAc (13)

Vo = Ug- - Qcp- (13a)

(Q4c und Qgy, sind die Feldstarken im Acetat- bzw. im Chlorid-Abschnitt).
Es folgt:

Upc - Qac = ug - Qen (14)
und

% = k (15)

Qac  Ugr

Die Feldstarken in den beiden Abschnitten der Apparatur verhalten sich demnach um-
gekehrt wie die Wanderungsgeschwindigkeiten der Anionen. Die Feldstdrke nimmt an
der Grenzfldche von links nach rechts (in Abb. 20.10) sprunghaft ab.

Diese sprunghafte Feldstiarkendnderung bewirkt nun eine Stabilisierung der
Grenzflache, bei der der Einfluss der Diffusion ausgeschaltet wird. Wenn ein Acetat-
Ion durch Diffusion vorauseilt, gelangt es im Chlorid-Abschnitt in eine Region niederer
Feldstédrke, sodass es hier langsamer wandert und wieder zuriickbleibt. Umgekehrt ge-
langt ein Cl1™ Ion, das durch die nach links gerichtete Komponente der Diffusion hinter
der Grenzflache zuriickbleibt, im Acetat-Abschnitt in ein Gebiet hoherer Feldstarke,
sodass es schneller wandert, bis es wieder im Chlorid-Abschnitt angekommen ist.

Das von Kendall (1923) angegebene Trennverfahren nutzt diesen Stabilisierungs-
effekt mehrfach aus. Die Trennstrecke, die aus einem horizontal liegenden Glasrohr
besteht, enthalt z. B. bei einem Versuch zur Trennung von Chlorid- und Thiocyanat-
Ionen nacheinander folgende Losungen: Na-Acetat/Na-Chlorid + Na-Thiocyanat/Na-
Hydroxid. Zum Vermeiden von Stromungen wird Agar-Gel als Trager verwendet
(Abb. 20.11).

Nach dem Anlegen der Spannung wandern die Anionen nach rechts, und zwi-
schen SCN™ und Cl”™ Ionen bildet sich eine neue Grenzfliche aus. Die drei Grenzfla-
chen bewegen sich mit gleichen Geschwindigkeiten weiter, ohne unscharf zu werden,
da in jedem Falle ein Ion mit geringerer Beweglichkeit einem Ion mit gréf3erer Beweg-
lichkeit folgt.

Da die Lange der Trennstrecke beliebig gewahlt werden kann, lassen sich auf die-
se Weise sehr wirksame Trennungen erzielen; so wurden bei (allerdings erfolglosen)
Versuchen zur Trennung von Isotopen Wanderungsstrecken von 30 m erreicht, wo-
bei die Grenzflachen vollig scharf blieben. Nachteilig ist bei dieser Methode, dass die
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Zonen der getrennten Ionen direkt aneinander grenzen, sodass eine vollstandige Tren-
nung aus rein mechanischen Griinden nicht méglich ist (diese Schwierigkeit 1dsst sich
jedoch durch Zwischenschieben von Hilfssubstanzen beseitigen).

NaCl +
(a) Na-Acetat NaSCN NaOH
Acetat” SCN™| CI’ OH~
(b)
e Ll
o
) =

Abb. 20.11: Elektrophoretische Trennungen n. Kendall (schematisch).
a) Ausgangszustand; b) Zonen nach der Trennung; c) Feldstirke langs der Trennstrecke.

20.5.2 Zonenschéarfen - Disc-Elektrophorese

Eine hohe Trennwirkung ldsst sich bei der Zonenelektrophorese nur dann erreichen,
wenn die einzelnen Zonen mdéglichst schmal gehalten werden. Das wird einmal durch
Auftragen des Substanzgemisches in Form eines diinnen Striches quer zur Laufrich-
tung angestrebt. Aulerdem gibt es aber Methoden, mit denen die Breite einer wan-
dernden Zone wahrend des Trennprozesses verringert werden kann; dieser Effekt der
wZonenscharfung® wird erzielt durch

- Ausnutzen der ,,Regulationsfunktion® nach Kohlrausch (s. u.),

— durch Verlangsamen der Zonenfront oder

— durch Beschleunigen der Zonenriickseite.

Regulationsfunktion nach Kohlrausch. Im vorigen Abschnitt war gezeigt worden,
dass das Feldstarkenverhdltnis zu beiden Seiten einer wandernden Grenzflache durch
die Beweglichkeiten der Ionen gegeben ist. Wie Kohlrausch (1897) fand, gilt zusétzlich
auch fiir die Konzentrationsverhiltnisse eine gesetzméaflige Beziehung.

Es sei nochmals die in Abb. 20.10 wiedergegebene Anordnung betrachtet. Wah-
rend der Elektrophorese muss offenbar die Stromstdrke in beiden Abschnitten des
Rohres gleich sein; diese ist gleich dem Produkt aus der spezifischen Leitfahigkeit k
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und der Feldstarke Q. Bezeichnen wir wieder die Chlorid-Seite mit dem Index Ch und
die Acetat-Seite mit dem Index Ac, so gilt:

ke - Qcn = kac - Qac (16)
bzw.

kCh QAc

—Ch _ ZAc (16a)

kAc QCh

Nun ist die spezifische Leitfahigkeit eines Elektrolyten gegeben durch die Konzentra-
tionen C und die Beweglichkeiten u der darin enthaltenen Ionen. Fiir den Chlorid-
Abschnitt gilt daher

kCh = CNa+ . uNa+ + CCI' . uCl-. (17)
Entsprechend ist im Acetat-Abschnitt
kAc = Cna* U+ + Cpe U (18)

Da die molaren Konzentrationen von Kation und Anion wegen der Elektroneutralitats-
bedingung an jeder Stelle der Losung gleich sein miissen, kann man GI. (17) und (18)
umformen:

ken = Cop - Ungr + Cyar - Ugr (19)
und
kAc = CAC’ cUyg T CNa* cUpe- (20)

Aus Gl. (19), (20) und (16) sowie der Beweglichkeitsgleichung (15) ergibt sich:

ke  Coi ~Uygs + Cygr -Ug- (im Ch-Abschn.)  Q,.  ug-

= = = —. 21
kye Cpe -Uyg + Cygr - Upe (im Ac-Abschn.) Qg Upe- @
Formt man um und dividiert beide Seiten durch uy,:, so erhdlt man
Cop - Uyy + Cngt - U
Cl_"Na Nao "¢ (jm Ch-Abschn.) =
Ug- - Una*
Cpc “Una + Cnat - Upe
Ac "Na Nao “AC (jm Ac-Abschn.) (22)

Ucy- * Una*
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oder:

Ca- + Ca (im Ch-Abschn.) = Cae + Ca (im Ac-Abschn.). (23)

Ucr- Uyga* Upc- Uya*

Gl. (23) besagt allgemein, dass die Summe der Konzentrationen jeder Ionenart, divi-
diert durch die entsprechenden Beweglichkeiten, auf der einen Seite der wandernden
Grenzflache gleich der Summe der Konzentrationen, ebenfalls dividiert durch die Be-
weglichkeiten, auf der anderen Seite ist. Diese Gleichung wird als die ,,beharrliche
Funktion“ oder ,,Regulationsfunktion“ von Kohlrausch bezeichnet. Sie bedeutet, dass
aufbeiden Seiten einer wandernden Grenzflache auch die Konzentrationsverhaltnisse
fixiert sind.

Es sei nun nochmals eine Anordnung betrachtet, wie sie bereits von Kendall
verwendet wurde: Einem schnell wandernden Anion (C17) folgt eine Zone mit einem
langsamer wandernden Protein-Anion (P~) in einem Glycinat-Puffer, die wiederum an
eine Zone mit reinem Glycinat-Puffer angrenzt; die Wanderungsgeschwindigkeit des
Glycinat-Ions ist noch geringer als die des Protein-Ions (Abb. 20.12).

(a) - Gly~ P+Gly~ cl +

(b) - Gly Glylp| cr o+

Abb. 20.12: Zonenscharfen durch Anwendung der Kohlrausch-Funktion.
a) Ausgangszustand; b) Zustand nach Trennung der Anionen.

Nimmt man der Einfachheit halber an, dass die Beweglichkeiten der Ionen vor und
hinter der Grenzflache dhnliche Werte besitzen, so muss sich im obigen Beispiel
die Protein-Konzentration nach Ausbildung der Protein-Zone so einstellen, dass sie
groflenordnungsmaflig der der Chlorid-lonen entspricht. Diese vor allem bestimmt
die Protein-Konzentration hinter der wandernden Grenzflache.

Die Lange der Protein-Zone hdngt nun ab von der sich einstellenden Konzentrati-
on, von der Absolutmenge an Protein in dem System und von dem Durchmesser des
Rohres der Elektrophorese-Apparatur. Ist die Protein-Menge gering und stellt sich eine
verhaltnismaflig hohe Konzentration ein, so wird sich eine schmale Zone aushilden.
Deren Breite ist unabhdngig von der Breite der anfanglichen Zone vor der Elektropho-
rese und damit auch unabhidngig von der Anfangskonzentration der Protein-Losung.

Die Konzentrationen an Anion und Kation hinter der Protein-Zone sind wiederum
durch die Kohlrausch-Funktion festgelegt. Sie stellen sich in der Weise ein, dass eine
stationdre Grenzflache entsteht, durch die beim Vorriicken der Protein-Zone Elektrolyt
nachflief3t.
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Zonenschdrfen durch Verlangsamen der Zonenfront. Tritt eine Zone aus einem Ge-
biet hoherer in ein Gebiet kleinerer Wanderungsgeschwindigkeit ein, so wird sie im
Verhiltnis der beiden Wanderungsgeschwindigkeiten zusammengedriickt. Dieser Ef-
fekt kann auf verschiedene Weise erzielt werden.

Die Wanderungsgeschwindigkeit verringert sich, wenn die Feldstdrke auf dem
Weg der Zone durch Erhohen der Pufferkonzentration (und damit der elektrischen
Leitfahigkeit) absinkt. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, durch eine Anderung
des pH-Wertes die Ionenbeweglichkeit zu beeinflussen, und schliefllich verlangsamt
sich die Wanderungsgeschwindigkeit, wenn die Zone aus einer klaren Losung in ein
Gel eintritt oder wenn sie in einem Gel wandert, dessen Porengrof3e sich verringert. So
ist z. B. die Ionenbeweglichkeit in 5 %igen Polyacrylamid-Gelen kleiner als in 3 %igen
Gelen.

Die Verringerung der Wanderungsgeschwindigkeit kann entweder durch abrup-
tes Andern der Leitfihigkeit, des pH-Wertes bzw. der Porengréfie von Gelen an einer
bestimmten Stelle der Trennstrecke erfolgen oder aber auch durch allméhliche Ande-
rungen in einem Gradienten 1dangs der Trennstrecke.

Zonenscharfen durch Beschleunigen der Zonenriickseite. Der Effekt der Zonenschar-
fung lasst sich weiterhin durch Beschleunigen der Wanderungsgeschwindigkeit der
Riickseite einer Zone erreichen. Diese Beschleunigung tritt ein, wenn die Zone von
einer wandernden Grenzflache {iberholt wird, hinter der die Feldstdrke ansteigt.

Im Gegensatz zur Zonenscharfung mithilfe der Kohlrausch-Funktion, bei der die
Breite der Zone nicht von ihrer urspriinglichen Abmessung abhdngt, wird bei den an-
deren Scharfungsmethoden ein Zusammendriicken auf einen bestimmten Bruchteil
der urspriinglichen Ausdehnung bewirkt.

Disc-Elektrophorese. Bei der von Ornstein (1964) und Davis (1964) angegebenen
,»Disc-Elektrophorese® (nach disc = discontinous und disc = Scheibe) werden meh-
rere der beschriebenen Scharfungs-Effekte zusammen ausgenutzt. Eine Applikation
davon stellt die Isotachophorese dar.

In einem senkrecht stehenden Réhrchen (Abb. 20.13, links) befindet sich oben der
Kathoden-Elektrolyt (Glycinat-Pufferlésung vom pH 8,3), darunter eine Zone mit dem
zu trennenden Substanzgemisch und darunter wieder ein Gebiet mit Pufferlésung.
Diese beiden Zonen sind durch ein weitporiges Polyacrylamid-Gel gegen Stérungen
durch Konvektion geschiitzt, der darin enthaltene Elektrolyt weist einen pH-Wert von
6,7 auf; beide enthalten C1- Anionen.

Bei der Elektrophorese trennen sich zundchst die schnell wandernden Cl™-Ilonen
von den langsameren Protein-lonen in der Substanz-Zone. Die Glycinat-Ionen der
Kathoden-Zone gelangen in das Gebiet mit dem pH-Wert 6,7, wo ihre Wanderungs-
geschwindigkeit sehr klein ist, da dieser pH-Wert dem ihres isoelektrischen Punk-
tes nahe kommt. Somit liegt eine Anordnung wie bei der Kendall-Methode vor. Die
Protein-lonen ordnen sich nach ihren individuellen Wanderungsgeschwindigkeiten
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pH 8,3 { (a)
(b)
pH 6.7 (c)

V22727272
V2272772722

pH 9,5

Abb. 20.13: Disc-Elektrophorese (Prinzip).

a) Kathoden-Puffer; b) Substanzzone;
+ " + ¢) Schirfungszone; d) Trennzone.

in aneinander grenzenden Schichten an, die sich mit gleichen Geschwindigkeiten
nach unten bewegen. Da ihnen ein Anion mit kleinerer Beweglichkeit folgt und eines
mit grofBerer Beweglichkeit vorauslauft, tritt Grenzflachenstabilisierung ein. Gleich-
zeitig wird durch geeignete Einstellung der lonenkonzentration in der dritten Schicht
ein starker Scharfungseffekt nach der Kohlrausch-Funktion erzielt; die Dicke der ein-
zelnen Protein-Schichten liegt nach der Konzentrierung in der Gr68enordnung von
etwa 10 pm (Abb. 20.13, Mitte).

Bei weiterem Vorriicken tritt die Protein-Zone nunmehr in einen vierten Abschnitt
der Trennstrecke ein, in welchem sich sowohl der pH-Wert als auch die Porengrofie
des Gels @ndern. Die Pufferlésung wird auf pH 9,5 eingestellt, und das Polyacrylamid-
Gel ist durch hohere Konzentration beim Polymerisieren engporiger. Die Protein-Zone
wandert demnach in diesem Gel langsamer, wodurch eine Zonenscharfung eintritt.
Durch die pH-Anderung wird die Wanderungsgeschwindigkeit der nachfolgenden
Glycinat-Ionen soweit erhoht, dass sie die Protein-Zone iiberholen und diese durch
Beschleunigen der Zonenriickseite erneut zusammendriicken. Anschlieflend wan-
dern die Proteine in einem Bereich mit einheitlichem Glycinat-Puffer, in dem sie nach
dem Prinzip der gewdhnlichen Trager-Elektrophorese in getrennte Zonen auseinan-
der gezogen werden (Abb. 20.13, rechts). An der Grenze der beiden Gele bildet sich
eine stationdre Grenzflache aus, iiber die der pH-Unterschied erhalten bleibt.

Die Disc-Elektrophorese wird gewohnlich als Mikro-Methode in kleinen R6hrchen
von etwa 7 cm Lange und 5 mm Durchmesser ausgefiihrt. Die Leistungsfahigkeit des
Verfahrens zeigt sich u. a. darin, dass menschliches Serum-Eiweif3, welches bei der
Papierelektrophorese in nur 5 Fraktionen aufgespalten wird, im Disc-Verfahren iiber
30 Zonen ergibt. Durch Wahl verschiedener Puffersysteme lasst sich ferner die Metho-
de den verschiedensten Trennproblemen anpassen.
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20.5.3 lonenfokussierung

Wie bereits erwdhnt, nimmt die Wanderungsgeschwindigkeit von Ampholyten beim
isoelektrischen Punkt den Wert Null an. Lasst man einen Ampholyten langs einer
Trennstrecke wandern, die einen pH-Gradienten in Richtung des elektrischen Stro-
mes aufweist, so bewegt sich die kationische Form im sauren Bereich nach links
(Abb. 20.14) und die anionische Form im basischen Bereich nach rechts, bis jeweils
der isoelektrische Punkt erreicht ist.

- W +

(a) Abb. 20.14: Isoelektrische lonenfokussierung im
pH-Gradienten.
a) urspriingliche Substanzzone;

(b) b) fokussierte Zone.

Der Ampholyt wird demnach beim pH-Wert dieses Punktes fokussiert, gleichgiiltig,
an welcher Stelle des pH-Gradienten sich die urspriingliche Auftragungsstelle befand
und wie breit die Anfangszone war.

Die Scharfe der Fokussierung hangt ab von der Steilheit des pH-Gradienten und
der vorhandenen Menge an Ampholyt. Die Konzentrationsverteilung in der Fokus-
sierungszone entspricht einer Gauf3-Kurve. Enthdlt ein Substanzgemisch mehrere
Ampholyte mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten, so sammeln sich diese
an verschiedenen Stellen des pH-Gradienten und bilden ein sog. ,isoelektrisches
Spektrum®.

Die Hauptschwierigkeit besteht bei diesem Verfahren darin, wahrend der Elektro-
phorese den pH-Gradienten zeitlich konstant zu halten, da ja die H"-lonen im elek-
trischen Feld ebenfalls wandern. Nach einem Vorschlag von Svensson fiigt man zur
Losung ein Gemisch von Polyaminopolycarbonsauren zu. Diese Verbindungen, die
unter der Bezeichnung ,,Ampholine®“ im Handel sind, sind ebenfalls Ampholyte und
ordnen sich daher nach ihren isoelektrischen Punkten langs der Trennstrecke unter
Ausbildung eines bestdndigen pH-Gradienten an.

Eine weitere Fokussierungsmethode, die vor allem fiir anorganische Ionen ange-
wendet wird, wurde von Schumacher angegeben. Man gibt in den Anodenbehélter
eines Gerates zur Papier-Elektrophorese eine starke Sdure und in den Kathodenraum
einen Komplexbildner, z. B. das Diammoniumsalz der Nitrilotriessigsdure (Abb. 20.15).
Beide Losungen diffundieren in den Papierstreifen; in der Mitte bildet sich eine Zone
aus, die einen von links nach rechts zunehmenden Gradienten der Sdurekonzentra-
tion und einen von rechts nach links zunehmenden Gradienten der Komplexbildner-
Konzentration enthalt. Da die freie Nitrilotriessigsdure sehr wenig dissoziiert ist, ist
die Konzentration der fiir die Komplexbildung maf3geblichen Nitrilotriacetat-lonen im
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sauren Bereich sehr gering, steigt aber mit zunehmendem pH-Wert, d. h. mit der An-
ndherung an die Kathode, stark an.

1+

, Abb. 20.15: Elektrophoretische lonenfokussie-
| rung im Komplexbildner-Gradienten.
— [—£ ~

— 'IX—_ [=—| a)Kathodenraum mit Komplexbildner;
- — | b)Kiihlflussigkeit (CCl,);
c) Anodenraum mit Séure;
(a) (b) (c) d) Substanzzone (auf Papierstreifen).

Bringt man ein Gemisch von Kationen, die mit den Nitrilotriacetat-Ionen negativ ge-
ladene Komplexe zu bilden vermdgen (z. B. Ionen der dreiwertigen Seltenen Erden),
in einer breiten Zone auf die Mitte des Papieres auf, so bilden sich auf der Kathoden-
seite anionische Komplexe, die im elektrischen Feld nach rechts zur Anode wandern.
Auf der Anodenseite des Papierstreifens sind wegen der hohen Saurekonzentration
kaum Nitrilotriacetat-Ionen vorhanden; die Kationen der zugegebenen Seltenen Er-
den bleiben daher als solche im Elektrolyten und wandern nach links zur Kathode
hin. An einer bestimmten Stelle, die durch die Konzentration an Komplexbildner und
die Dissoziationskonstante des Komplexes gegeben ist, sind Kationen und Anionen
einer bestimmten Seltenen Erde in gleichen Konzentrationen vorhanden; hier ist die
Nettobeweglichkeit Null, und an dieser Stelle wird die betreffende Substanz zu einer
schmalen nicht wandernden Zone fokussiert.

Ionen mit unterschiedlichen Komplexbildungskonstanten ergeben Fokussie-
rungszonen an verschiedenen Stellen des Komplexbildner-Gradienten. Die auf diese
Weise erreichbaren Trennungen werden nur durch Unterschiede in den Komplexbil-
dungskonstanten, nicht durch Unterschiede in den Ionenbeweglichkeiten erzielt.

20.6 Eindimensionale Trennungen mit semipermeabler Membran
(Elektrodialyse)

Die Methode der Elektrodialyse bewirkt Trennungen mithilfe von Membranen, durch
die Ionen mit kleinem Durchmesser hindurchtreten konnen, wahrend Ionen mit
grofleren Abmessungen und Kolloide zuriickgehalten werden.

Die Membranen bestehen in der Regel aus Kunststofffolien, am meisten wer-
den Cellulose und Nitrozellulose angewendet. Durch kontrollierte Herstellungsbe-
dingungen lassen sich verschiedene Porenweiten erzielen (vgl. Kap. 4, Dialyse).
Eine Sonderstellung hinsichtlich der Selektivitit nehmen Membranen aus Ionen-
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austauschern ein: Kationenaustauscher-Membranen sind praktisch nur fiir Kationen,
Anionenaustauscher-Membranen nur fiir Anionen durchléssig.

Fiir Laboratoriumszwecke werden haufig Apparaturen mit drei getrennten Kam-
mern verwendet; ein Mittelraum mit dem Substanzgemisch wird von zwei Membra-
nen begrenzt, in den beiden Seitenrdumen befinden sich die Elektroden (Abb. 20.16).
Gerdte mit lonenaustauscher-Membranen enthalten meist nur eine einzige Membran,
welche Anoden- und Kathodenraum trennt.

(b) (

Abb. 20.16: Prinzip der Elektrodialyse.
a) Kathodenraum;

b) Membranen;

¢) Mittelraum;

d) Anodenraum.

(a) (c) (d)

F————-—---1-T

Die Elektrodialyse wird meist in praparativem Maf3stab, vor allem zum Entfernen von
niedermolekularen Anteilen aus Losungen hochmolekularer Verbindungen (z. B. Ei-
weif}) verwendet.

Als Beispiel fiir die analytische Anwendung von Ionenaustauscher-Membranen
sei die Abtrennung von Bor-Spuren aus Natrium-Metall nach Logie angefiihrt. Man
16st das Metall in Wasser und fiillt die Natriumborat-haltige NaOH-Losung in den An-
odenraum einer mit einer Kationenaustauscher-Membran geteilten Elektrodialysezel-
le; der Kathodenraum enthalt 0,5 N NaOH-Losung. Bei der Elektrodialyse wandern
die Na*-Ionen durch die Membran, wihrend Borat-Anionen (zusammen mit Alumi-
nat, Chromat u. a.) im Anodenraum bleiben. Die Elektroneutralitdt wird dadurch auf-
recht erhalten, dass an der Anode Hydroxyl-Ionen unter Bildung von Wasser entladen
werden. Mit diesem Verfahren wurden Bor-Gehalte bis herab zu etwa 1 ppm bestimmt.

20.7 Gegenstrom-Elektrophorese

Sollen Ionen mit nur geringen Unterschieden in den Wanderungsgeschwindigkeiten
durch Elektrophorese voneinander getrennt werden, so sind lange Laufstrecken, d.h.
verhdltnismaflig grofle Apparaturen erforderlich. Man kann jedoch die Laufstrecken ver-
kiirzen, indem man den Elektrolyten gegen die Wanderungsrichtung der Ionen fliefien
lasst. Experimentell kann dies durch Elektrophorese in einem mit Zu- und Ablauf verse-
henen Rohr oder durch Abspulen eines Papierbandes (als Trager) geschehen, das durch
Kathoden- und Anodenraum gezogen wird. Derartige Verfahren sind jedoch etwas um-
standlich; sie sind vor allem fiir Versuche zur Isotopentrennung ausgearbeitet worden.
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20.8 Zweidimensionale Arbeitsweise

20.8.1 Ubersicht

Durch die zweidimensionale Arbeitsweise, bei der der Elektrolyt senkrecht zur Rich-
tung des elektrischen Feldes stromt, konnen kontinuierliche elektrophoretische Tren-
nungen bewirkt werden. Hierfiir sind mehrere Methoden ausgearbeitet worden, von
denen die gebrauchlichste die mit einheitlicher Pufferlésung ist (Abb. 20.17, oben). Ei-
ne weitere Anordnung leitet sich von der Kendall-Methode ab: Der Elektrolyt besteht
aus drei Teilstrémen mit abgestuften lonenbeweglichkeiten, und zwar dem Kathoden-
und dem Anoden-Puffer und der dazwischen liegenden Substanz-Zone (Abb. 20.17,
Mitte). Schliefllich kann auch die Fokussierungsmethode kontinuierlich durchgefiihrt
werden, indem man in dem senkrecht zum Feld strémenden Elektrolyten einen pH-
Gradienten aufrecht erhilt (Abb. 20.17, unten).

Von diesen Verfahren soll nur das zuerst genannte ndaher besprochen werden,
da die anderen bisher keine Bedeutung erlangt haben. Auferdem ist eine ,, I mmuno-
Elektrophorese“ genannte Methode zu erwdhnen, die als ein zweidimensionales, aber
diskontinuierliches Verfahren anzusprechen ist.

Substanz Puffer

NNNREY

(a)

Substanz
Puffer 1 /—— Puffer 2
AR AR R A AN

- +
(b)

Substanz

—

Abb. 20.17: Zweidimensionale kontinuierliche Elektrophorese.

_ + a) Verfahren mit einheitlicher Pufferlosung;

b) Verfahren n. Kendall;
c) kontinuierliche lonenfokussierung.
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20.8.2 Verfahren mit einheitlicher Pufferlésung

Kontinuierliche elektrophoretische Trennungen mit einheitlicher Pufferlésung lassen
sich tragerfrei oder in einem Trager durchfiihren. Bei der tragerfreien Arbeitsweise
flie3t die Pufferlésung in einem schmalen Spalt von etwa 0,5 mm Breite zwischen zwei
gekiihlten Glasplatten, die ein wenig schrag gestellt werden. In die an der oberen Seite
zuflielende Pufferlosung wird an einer bestimmten Stelle die Substanzlésung einge-
fiihrt. Die getrennten Komponenten sammelt man kontinuierlich am unteren Rand
mithilfe einer gr6f3eren Anzahl von diinnen Ableitungsschlauchen.

Da dieses Verfahren apparativ recht aufwendig ist, wird meist die Tragermethode
vorgezogen. Man ldsst dabei einen senkrechten Papiervorhang in einen am oberen
Ende angebrachten Trog mit Pufferlosung tauchen (Abb. 20.18).

Abb. 20.18: Kontinuierliche zweidimensio-
nale Tragerelektrophorese.

a) Substanzbehilter mit Docht;

b) Trog mit Pufferlésung;

¢) Papiervorhang;

d,e) Elektroden;

f) Elektrodenbehilter;

g) Auffang-Gefiie.

Durch die Kapillarkrafte wird die Fliissigkeit angesaugt, sie flie3t dann im Papier nach
unten. Die Substanzzufuhr erfolgt {iber einen Docht; das Gemisch wird durch die Wir-
kung des elektrischen Feldes auseinander gezogen, und die einzelnen Komponenten
konnen am unteren Rand getrennt aufgefangen werden.

20.8.3 Immuno-Elektrophorese

Bei der von Grabar angegebenen ,, Jmmuno-Elektrophorese® wird zuséatzlich zur elek-
trophoretischen Trennung eine immunochemische Fallungsreaktion zum Identifizie-
ren von Proteinen durchgefiihrt. Man trennt zundchst das Protein-Gemisch durch
Agargel-Elektrophorese in Zonen auf. Lings der Trennzone befindet sich in der Agar-
platte eine Rinne, die man mit einer Antigen-Losung fiillt (Abb. 20.19). Diese diffun-
diert senkrecht zur Langsrichtung der Rinne in das Gel ein, wahrend die Proteine aus
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den elektrophoretisch getrennten schmalen Zonen ihrerseits radial in entgegengesetz-
ter Richtung diffundieren. Sofern das betreffende Eiweif mit dem Antigen reagiert,
tritt an Stellen mit giinstigem Konzentrationsverhéltnis (vgl. Teil 2, Abschn. 7.2.3) eine
Fillung ein. Die Fallungszonen sind wegen der unterschiedlichen Diffusionsrichtun-
gen Ellipsenabschnitte.

(a) %

(b) AN Abb. 20.19: Immuno-Elektrophorese (Prinzip).
U a) Agargel mit Proteinzone;

o b) Reaktionszone;

) Rinne mit Antigen-Lésung.

20.9 Wirksamkeit und Anwendungsbereich der Methode

Durch Elektrophorese sind Trennungen von Ionen auch bei grofer chemischer Ahn-
lichkeit mit verhdltnismaf3ig geringem experimentellem Aufwand mdoglich; die einge-
setzten Substanzmengen kénnen dabei in weiten Grenzen schwanken.

Im Bereich der anorganischen Chemie wird das Verfahren zur Trennung von sta-
bilen Komplexen verwendet, ferner wurden gelegentlich Gemische radioaktiver Io-
nen aus Kernspaltungsversuchen mit der Fokussierungsmethode untersucht. Dabei
ist vorteilhaft, dass die Methode besonders fiir extrem geringe Substanzmengen ge-
eignet ist.

Das Hauptanwendungsgebiet der Elektrophorese liegt jedoch auf dem Gebiet der
organischen Analyse, und dort vor allem im Bereich der Biochemie. Mithilfe dieser
Analysenmethode konnen niedermolekulare Verbindungen wie Aminosauren (vgl.
Abb. 20.20), Amine, Alkaloide, Sduren, Phenole, Zucker und Polysaccharide (als
Borsdure-Komplexe), Farbstoffe, Hormone, Vitamine und viele andere Substanzen
getrennt werden; auf3erdem ist das Verfahren fiir hochmolekulare Substanzen an-
wendbar, und es hat — auch wegen der iiberaus schonenden Bedingungen, unter
denen es arbeitet — vor allem zur Trennung von empfindlichen Eiweif3-Stoffen eine
einzigartige Stellung unter samtlichen Untersuchungsmethoden erlangt. Ein wichti-
ger Anwendungszweig ist dabei die klinische Diagnose, die sich der Elektrophorese
von Blut-Serum zur Diagnose von Nieren-, Leber- und Bluterkrankungen bedient (vgl.
Abb. 20.21). Ferner konnen auch grof3ere Teilchen wie Viren, Zellbestandteile und
Bakterien auf Grund ihrer Wanderungsgeschwindigkeiten unterschieden und z.T.
getrennt werden.

Als Nachteil ist der erhebliche Zeitbedarf anzusehen (falls man nicht im Ultrami-
kromaf3stab mit sehr kleinen Wanderungsstrecken arbeitet), ferner sind bei der Tra-
gerelektrophorese Verluste durch Adsorption moglich.
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Abb. 20.20: Trennung von Aminosduren durch Sdulenelektrophorese.

a

B an
an a2

(a) (b)

Abb. 20.21: Elektrophorese von menschlichem Serum.
Hauptbande = Albumin; a4, a,, B, y = Globuline.

a) Normalserum;

b) Patient mit Leberzirrhose.
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