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Beitréige zur Kenntnis der Papierelektrophorese in feuchter

IV. Kontinuierliche Elektrophorese und zweidimensionale

Kammer

Elektrochromatographie

Zvonimir Pudar

Institut »Ruder Bo$kovié«, Zagreb, Kroatien, Jugoslavien
Eingegangen am 3. August 1956

Es wird eine Apparatur fiir die kontinuierliche Elektrophorese
am Filtrierpapier und zweidimensionale Elektrochromatographie
mit einem Hinweis auf ihre konstruktiven Vorteile beschrieben.
Im theoretischen Teil werden ausfiihrlich die Grundlagen der
kontinuierlichen und diskontinuierlichen Arbeitsweise besprochen,
und zum Schluss wird eine tabellarische Ubersicht iiber elektro-
phoretische und elektrochromatographische Prozesse gegeben.
Aus der Analyse der horizontalen oder elektrophoretischen, und
der vertikalen oder chromatographischen Komponente geht hervor,
dass der Ausdruck »Elektrochromatographie« nur fiir den diskon-
tinuerlichen Prozess in Anwendung kommen kann. Im Abschnitt
Uber Terminologie wird auf den Unterschied zwischen zweidi-
mensionalen Prozessen und der in zwei (oder mehreren) Rich-
tungen verlaufenden, d.h. lediglich aus zwei (oder mehreren)
eindimensionalen Prozessen zusammengestellten Technik hin-
gewisen.

Im experimentellen Teil werden eine kontinuierliche elektro-
phoretische und eine zweidimensionale elektrochromatographische
Trennung einer Farbstoffmischung von Trop#olin, Fluorescein,
Chlorphenolrot, Rosolsdure, Chrysoidin Y, und Nitranilin beschrie-
ben. Ferner wird eine kontinuierliche elektrophoretische Trennung
von undialysiertem humanen Serum (y-plasmocytom) angegeben.

EINLEITUNG

Das Prinzip der kontinuierlichen elektrophoretischen Trennung beruht
darauf, dass man einem vertikalen Fliissigkeitsstrom ein horizontales elektri-
sches Feld lberlagert. Die elektrisch gelandenen Teilchen wandern dann in
der Richtung der Resultante, und kénnen am Ende der Bahn getrennt auf-
gefangen werden. X

In den ersten drei Miteilungen dieser Reiheb2 3 wurde die apparente
Bewegungsform der elektrisch gelandenen Teilchen auf einem Filtrierpapier-
streifen unter Bedingungen der Elektrophorese in feuchter Kammer studiert.
Als Unterschied von allen anderen Elektrophoreseverfahren wurde die grund-

* Uber die Apparatur und den experimentellen Teil wurde an der I. Zusam-
menkunft der jugoslawischen medizinischen Biochemiker vom 13. bis 16. Oktober

1955 referiert.
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sitzliche Moglichkeit hervorgehoben, dass an ein und demselbem Ort und in
demselben Zeitpunkt ein Teilchen mit grosserer Beweglichkeit eine apparente
Beschleunigung erfharen, wihrend ein anderes, mit kreinerer Beweglichkeit,
gleichzeitig eine apparente Verzdgerung der Bewegung aufweisen kann.

In dieser Mitteilung wollen wir uns hauptséchlich mit der Bewegung der
geladenen Teilchen bei der kontinuierlichen Papierelektrophorese befassen,
die unter Bedingungen der Elektrophorese in feuchter Kammer verlduft. Es
soll ferner gezeigt werden, dass die Beschreibung der Bewegungsform auch
hier auf dieselbe Weise wie bei der Streifenelektrophorese erfolgen kann
(Mittlg. 1.).

Das Prinzip der kontinuierlichen Elektrophorese, die sich bis heute als
eine der wertvollsten neuen Methoden der préparativen Trennung von Gemi-
schen bewihrt hat, wurde zum ersten Male ungefihr gleichzeitig von W.
Grassmann?* sowie von H. Svenson und I. Brattsten® im Jahre 1949 verdffent-
licht, und darauf erschienen (1951) die Arbeiten von E. L. Durrum® und H. H.
Strain und J. C. Sullivan?. Da die Apparatur von Svenson und Brattsten® 2
mit einer mit Glasstaub gefiillten Plexiglaskiivette arbeitet, und da die Appa-
ratur von Strain und Sullivan im wesentlichen aus zwischen zwei Glass-
platten gepresstem Filtrierpapier besteht, kann man diese zwei Verfahren
nicht als Elektrophorese in feuchter Kammer bezeichnen.

In den letzten Jahren wurden dann mehrere Arbeiten verdffentlicht iiber
kontinuierliche elektrophoretische Trennung von Farbstoffen5 68 Pro-
teinen% 6 8 911,24 Aminosduren® 8 9 10: 11 anorganischen Ionen” 1131415  ra-
dioaktiven anorganischen Ionen!? 1314 sowie Referate tiiber Elektropho-
resel® 17,18, 19 ynd Monographien, die auch, mehr oder weniger, die kontinuier-
liche Technik behandeln20: 21, 22,23, ‘

DIE APPARATUR

Die Apparatur nach DurrumS ist konstruktiv zwar sehr einfach, aber sie hat
den Nachteil, dass die elektrische Feldstirke in der Richtung von unten nach
oben am Filtrierpapier sehr rasch abfillt. Die Folge davon ist, dass die Trennung
im wesentlichen nur am unteren .Teil des Papiers, d.h. am Ende der Bahn, erfolgt.
Einfache Elektrodengefisse, welche die Pufferlésung nicht kontinuierlich spiilen
kann, geben ausserdem nicht den Eindruck einer vollkommen kontinuierlichen
Arbeitsweise,

Deswegen haben wir bei unserem Bau der Apparatur das Prinzip von
Grassman? 19 {ibernommen und die Konstruktion der Apparatur in mehreren
Punkten verbessert. Die Vorteile unserer Apparatur (Abb. 1. und 2.) gegeniiber den
im Handel erhiltlischen Apparaturen (Elphor V und Elphor Va, Bender & Hobein,
Minchen) sind im wesentlichen folgende:

1) Das Filtrierpapier kann von aussen jederzeit und ohne Unterbrechung der
Elektrophorese nachgespannt und zentriert werden. Infolgedessen kann das Papier
trocken montiert werden, und, nach selbsttitiger und gleichméssiger kapillarer
Anfeuchtung aus der Pufferwanne, nachgespannt werden.

2) Das Filtrierpapier kann beim Montieren an die Elektrodenrinnen mittels
zwei mit Schaumgummi belegten Elektrodenbalken und vier randrierten Schrauben
leicht angepresst und gedichtet werden.
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3) Beim Montieren und Demontieren wird die vordere Glaswand nach der
Entfernung der oberen Kappe einfach nach oben ausgezogen, so dass die ganze
Papierebene, bzw. das Papier, vollkommen frei fiir Manipulationen bleibt.

4) Wenn die Glaswand dann, beim Einschieben, um die Vertikalachse um 180°
gedreht wird, fallen die fiinf Offnungen fiir die Substanzzufuhrvorrichtung auf
weitere vier Stellen, so dass mit den neuen Zufiihrungslagen, ohne Wechsel der
Stromrichtung, jeweils die glinstigste Zufiihrungsstelle fiir die zu trennende Substanz
bereit steht.

5) Die Elektrodenrinnen haben eine besondere Gasableitung nach aussen, so
dass das abropfen der Pufferlésung am Ausgang der Apparatur nicht verhindert
wird, und ausserdem konnen schédliche Gase, die sich an den Elektroden entwi-
ckeln, wie z.B. Chlor, nicht mit dem Papier und der zu trennenden Substanz in
Berlihrung kommen,

6) Da beim Papierwechsel keine Gefahr der Beschiddigung des Papiers besteht,
kann die Apparatur entsprechend grosser gebaut werden, und ausserdem kénnen
auch diinnere und weniger feste Papiersorten Verwendung finden.

Abb. 1. Die Gesamtansicht der Trennapparatur.
Sl. 1. Aparatura (op¢i pogled).

7) Beim Papierwechsel entfallen Montage und Demontage der Pufferzulei-
tungen, da das Papier direkt in die Apparatur montiert wird, und nicht an einen
besonderen Rahmen, der erst dann in die eigentliche feuchte Kammer geschoben
wird. '

Als Stromquelle benutzen wir einen Gleichrichter von 100 bis 1000 Volt
und 50 mA.
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Abb. 2. Frontansicht der feuchten Kammer. Baumaterial geschweisstes PVC. Erkldrung der
Zeichen: G = vordere Glaswand, K = abnehmbare Kappe aus PVC, S = abnehmbarer Glasstab
bzw. abnehmbares Glasrohr zur Unterstiitzung des Filtrierpapiers, W = Pufferwanne aus PVC,
P = Filtrierpapier, B = Stromzufiihrbiichse mit Stromzuleitung, A = Gasableitung, O = Offnun-
gen in der Glaswand fiir die Zuflihrvorrichtung fir das zu trennende Substanzgemisch,
E = schaumgummibelegter Elektrodenbalken aus Metall mit zwei randierten Schrauben zum
Anpressen des Filtrierpapiers. Unter dem Elektrodenbalken befindet sich die Elektrodenrinne
aus PVC mit der Platindrahtelektrode, SP = Spannvorrichtung und Zentriervorrichtung aus
PVC fiir das Filtrierpapier, AE = Ausgang der Elektrodenspiilung mit dem Tropfenzidhler
aus Glas, EE = Eingang der Elektrodenspiilung. Der Eingangstropfenzdhler aus Glas befindet
sich an jeder der drei Mariotteschen Flaschen von je 5 Liter Inhalt, T = Auffangtrichter fir
die getrennten Komponente, KW = Abfuhr des Kondenswassers, M = Metalltasse mit Vorrich-
tung zur Einstellung der Glidschenhshe, MS = Abnehmbares Metallstativ mit 29 Auffang-
glischen von je 21 ccm. Inhalt. N

Sl. 2. Pogled s prednje strane na vlaznu komoru. Gradevni materijal PVC. Opis znakova:
G = prednja staklena plo¢a, K = gornji poklopac iz PVC-a, S = stakleni S$tap ili staklena cijev
za podupiranje filtarpapira, W = jasle za pufer iz PVC-a, P = filtarpapir, B = dovod struje,
A = odvod plinova, O = otvori u prednjoj staklenoj stijeni za montazu posudice za dovod
materijala, E = metalni jaram sa spuZvastom gumom i dvije randrirane matice pomocéu kojeg
se ucévriéuje filtarpapir. Ispod jarma nalazi se elektrodni Zlijeb iz PVC-a sa platinskom
‘elektrodom, SP = uredaj za napinjanje i centriranje filtarpapira iz PVC-a, AE = izlaz pufera
iz elektrodnog #lijeba sa staklenim brojatem kapi, EE = ulaz pufera u elektrodni Z1jeb.
Stakleni broja¢ kapi (ulazni) nalazi se na svakoj od tri Mariotove boce. Svaka boca 1ma
zapreminu od 5 litara, T = stakleni lijevCiéi za  sabiranje frakcija, KW = odvod kondenzne
vode, M = metalna polica za podeSavanje visine posudica, MS = metalni stalak sa 29 posudica
. od kojih svaka sadrzi 21 ml.
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THEORETISCHE BETRACHTUNGEN

Die Bewegung eines elektrisch geladenen Teilchens setzt sich bei der
kontinuierlichen Elektrophorese als vektorische Summe der horizontalen oder
elektrophoretischen und vertikalen oder chromatographischen Komponente
zusammen. Hier sollen jetzt die beiden Komponenten getrennt behandelt
werden.

A. Die horizontale oder elektrophoretische Komponente

Bei der Elektrophorese in feuchter Kammer ist die elektrische Feld-
stirke wegen der Verdunstung des Losungsmittels, bzw. Konzentration des
Elektrolyts, und der Kapillarsaugwirkung des Filtrierpapiers in horizontaler
Richtung nicht konstant® 2.
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Abb. 3. Schematischer Verlauf der elektrischen Feldstirke (H-Kurven) im Stationdrzustand
am Filtrierpapier. Die Krimmung der H-Kurven wichst im Stationdrzustand inforge Ver-
dunstung und Kapillarwirkung von oben nach unten. Erkldrung der Zeichen: P = Filtrier-
papier, W = Pufferwanne, E = Elektrodenrinne mit Platinelektrode, M-M = Lage der Minima
der H-Kurven, bzw. der maximalen Elektrolytkonzentration in der betreffenden Horizontale,
A-A = eine charakteristische Horizontale.
Sl. 3. Sematski tok jakosti el polja (H-krivulja) na filtarpapiru u stacionarnom stanju.
Zakrivljenost krivulja raste u stacionarnom stanju uslijed isparavanja i kapilariteta odozgo
prema dolje. Opis znakova: P = filtar-papir, W = jasle za pufer, E = elektrodni Zljeb sa
platinskom elektrodom, M-M = poloZaj minimuma H-krivulja, odnosno maksimalne koncen-
tracije elektrolita u odgovarajuéoj horizontali, A-A = karakteristi¢na horizontala.

-
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Im stationdren Zustand wird die Elektrolytlosung sowohl aus der Puffer-
wanne (W) in der Vertikalrichtung, wie auch von den beiden Elektrodenrinnen
(E) her in der Horizontalrichtung vom Filtrierpapier angesaugt. Abb. 3
schildert schematisch den Verlauf der elektrischen Feldstirke (H-kurven) am
Filtrierpapier im stationiren Zustand und in vier charakteristichen Hori-
zontalen, 1 ;

Im folgenden wird eine anodische elektrophoretische Bewegung der
elektrisch geladenen Teilchen betrachtet. Eine kathodische Bewegung wiirde
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prinzipiell der anodischen Bewegung gleichen. Dabei soll davon abgesehen
werden, dass die Beweglichkeit der Teilchen (u), wegen des Durchlaufens von
Konzentrationsgradienten im Elektrolyt und der dadurch bedingten Ande-
rung des & Potentials, nicht streng konstant ist. '

] Horizontale A~ A
W’
i IM -
1 o |
2H \ ! 2H
N H_—Far u=
2H QHV’:B : ;
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Abb. 4. Oben: die H und w’-Kurve in der Horizontale A-A im stationiren Zustand (schema-
tisch). Nach Gleichung (1) sind dann die Kurven der apparenten Horizontalgeschwindigkeiten
V1 flir u =1, v» fiir u =2, und v’ fiir u = 0,5 in der Horizontale A-A aufgezeichnet.
Unten: Schematische Wiedergabe der Bahnen der Teilchen am Filtrierpapier mit den Bewe-
glichkeiten u =0,5, u =1, und u = 2.

Sl. 4. Gore: H i w’-krivulja u horizontali A-A nakon uspostavljanja stacionarnog stanja
(Sematski). Prema jednadzbi (1) nacrtane su krivulje aparentnih horizontalnih brzina u hori-
zontali A-A, i to vy za u=1, v> za u=2, i v'o5 za u =0,5. Dolje: Sematski prikaz tragova
Cestica na filtarpapiru sa pokretljivostima u =05, u=1, i u =2,

Die apparente momentane Geschwindigkeit eines
Beweglichkeit u im elektrischen Feld H ist!:

Teilchens mit der
v = uH—w (1

Hier bedeutet w’ die kapillare Elektrolytgeschwindigkeit in der Horizon-
talrichtung. Die Differenzierung nach s ergibt:

dv’ dH 7d}0' )
ds " ds ds @)

Darauf folgt fiir
a) u aH = 7‘%?1’1 il =0, v" = Konst. 3)
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Das Teilchen bewegt sich in der Horizontalrichtung mit konstanter Ge-
schwindigkeit.

dH <« dw( dv’
b utl > — —— >0 )
ds - ds ds

Das Teilchen erfdhrt in der Horizontalrichtung eine apparente Beschleuni-
gung der Bewegung.

dH dw', dv’
€ W= 7 — — <0 (®)
ds T ds ds
Das Teilchen erfirt in der Horizontalrichtung eine apparente Verzégerung
der Bewegung.
Die Differenzialgleichung (2) kénnen wir durch Abb. 4 einfach veran-
schaulichen.

Die obere Zeichnung in Abb. 4. gibt uns schematisch folgende Kurven in
der Horizontale A—A {(Abb. 3.) wieder: 1) Die Kurve der elektrischen Feld-
stirke H, und 2) die Kurve der kapillaren Elektrolytgeschwindigkeit in der
Horizontalrichtung w’ (vergleiche auch Mittlg. I. und II.b2). Weiter sind nach
Gleichung (1) die Kurven fiir die apparenten Geschwindigkeiten, v,” fiir die
Beweglichkeit der Teilchen u =1, v, fiir v = 2, und v’,,; fir u = 0,5, auf-
gezeichnet. Einfachheitshalber sind in Abb. 4 rechts von der M—M Linie die
Gradienten dH/ds und dw’/ds gleich gross gezeichnet (dH/ds = dw’/ds). Die
M—M Linie bedeutet das Minimum der H-Kurve.

Das Teilchen mit 4 = 2 erfédhrt rechts von der M—M Linie stets eine appa-
rente Beschleunigung in der Horizontalrichtung, das Teilchen mit u =1
bewegt sich in demselben Bereich mit konstanter Geschwindigkeit, wihrend
das Teilchen mit u = 0,5 eine Verzégerung der Bewegung erfihrt.

Da wir hier annehmen miissen, dass sich keines der drei Teilchen am
Filtrierpapier adsorbiert, ist die vertikale Komponente fiir alle drei Teilchen
gleich der vertikalen Elektrolytgeschwindigkeit W. Die wuntere Zeichnung
(Abb. 4.) gibt schematisch die Bahnen der Teilchen am Filtrierpapier wieder.
Links von der M—M Linie erfahren alle drei Teilchen apparente Verzégerung
in der Horizontalrichtung, und wenn wir jetzt den Startpunkt vielleicht noch
mehr nach links verschieben wiirden, konnten die Teilchen in S-férmigen
Bahnen tiber das Filtrierpapier laufen. Obwohl ein kleiner Teil der Bahnen in
unserer Zeichnung links von der M—M Linie verlduft, haben wir die kleinen
Verzégerungen am Anfang der Bahnen vernachléssigt, da die Kriimmungen
und die Wirkung der H und w’-Kurven am oberen Teil des Papiers (am
Anfang des Prozesses) klein sind. Die Neigung der M—M Linie zur- Vertikale
ist durch Elektroosmose bedingt (vergleiche auch Mittlg. I. und II.).

B. Die wvertikale oder chromatographische Komponente

H. H. Strain und J. C. Sullivan? haben schon bemerkt, dass im kontinuierli-
chen Prozes die Trennung von zwei Substanzen unmodglich ist, wenn das
relative Verhiltnis ihrer elektromigrationen Wege und ihrer chromatographi-
schen Wege dasselbe ist. Im diskontinuierlichen Prozess ist die Trennung von
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zwei Substanzen nur dann unméglich, wenn ihre elektromigrationen und
gleichzeitig ihre chromatographischen Wege identisch sind. Abb. 5. soll uns
das veranschaulichen.

@[oa AI@ © 0 A+BI@
l

: AI - A'+B \)\«)

Abb. 5. Die Trennung der Substanzen A und B. .
Links: Die Substanzen sind im diskontinuierlichen Prozess trennbar. Die Trennbarkeit berl:lhti
nur auf dem chromatographischen Effekt. Die elektrophoretischen Beweglichkeiten smd
identisch, und deswegen sind die beiden Substanzen im Kkontinuierlichen Prozess untrennbar.
O = Startstrich.
Rechts: Der chromatographische wie auch der elektrophoretische Effekt ist identisch, daher
die Untrennbarkeit auch im diskontinuierlichen Prozess.

Sl. 5. Odjeljivanje substanca A i B.
Lijevo: Smjesa se dade u diskontinuiranom procesu rastaviti, i to samo uslijed kromato-
grafskog efekta. U kontinuiranom procesu smjesa je nedjeljiva, jer je elektroforetski efekt
. od A i B identiéan. O = pocletna linija.
Desno: Kromatografski i elektroforetski efekt je identi¢an, pa se smjesa ne mo¥e rastaviti
ni u diskontinuiranom procesu

Die genannten Verfasser haben aber nicht darauf hingewiesen, dass in
beiden Fillen die elektrophoretischen Beweglichkeiten (u) der Substanzen A
und B identisch sind. Die Substanzen A und B, im linken Bild, werden zwar
sehr gut durch eindimensionale Streifenelektrophorese getrennt, aber der
Trenneffekt ist offensichtlich nur auf einen chromatographischen zuriick-
zufithren. Der elektrophoretische Trenneffekt ist gleich Null. Im rechten Bild
ist der elektrophoretische und gleichzeitig auch der chromatographische-
Trenneffekt gleich Null, und daher ist auch die Trennung in einem diskonti-
nuierlichen (chromatographischen), wie auch im kontinuierlichen (elektro-
phoretischen) Prozess unméglich.

Abb. 6. veranschaunlicht eine kontinuierliche oder diskontinuierliche Tren-
nung. Die Substanz B wird vom Filtrierpapier adsorbiert, die Substanz A
wird im Gegenteil nicht adsorbiert, sondern sie wandert in der Vertikale
mit der Fliissigkeitsfront, d. h. mit der Geschwindigkeit W.

Die zuriickgelegten Wege OA, OB, OA’ und OB’ entsprechen einfachkeits-
halber einem System ohne Verdunstung. Die Linge OB ist dann der apparente-
elektrophoretische Weg der Substanz B, die ibrigen Lingen die wahren
elektrophoretischen bzw. chromatographischen Wege. In der Zeit, in der die
Substanz A den Weg OE zuriickgelegt hat, ist die Substanz B, wegen
Adsorption, von O nur bis zum Punkt D angelangt. Wenn die Substanz B
nicht adsorbiert wiirde, miisste sie in derselben Zeit bis zum Punkt C vor-
riicken. Durch Projektion der Linge OC auf die Horizontale bekommen wir
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den wahren Weg O(B), den die Substanz B mittels Papierstreifenelektropho-
rese zuriickgelegt hitte, wire sie nicht durch Adsorption vom Filtrierpapier
zuriickgehalten worden. Nachdem die beiden Substanzen im kontinuierlichen

© 0 B(B) A @

ela A
B

B' g

4 D
A A
Abb. 6. Die Trennung der Substanzen A und B, die verschiedene chromatographische und

auch elektrophoretische Eigenschaften aufweisen. Die Trennung ist §0woh1 im .kontinuier-
lichen wie auch im diskontinuierlichen Prozess moglich. Weitere Erliuterungen im Text.

Sl. 6. Rastavljanje substanca A i B, koje pokazuju razlitita kroma.tog.rafska i elektroforet§k§
svojstva. Odjeljivanje je moguée u kontinuiranom kao i u diskontinuiranom procesu. Daljnji
opis vidi u tekstu. !

Prozess an den unteren Rand des Filtrierpapiers gelangt sind, ist im stationéren
Zustand die Bahn der Substanz B adsorptiv geséttigt, und die neuankommen-
den Stoffmengen erleiden keine Adsorption. Die Bahn der Substanz B wird
dadurch keinesfalls geiindert, da die Projektion der Lénge OC auf die Hori-
zontale wie auch auf die Vertikale den zurilickgelegten Wegen ohne Adsorption
entspicht.

Wir kénnen jetzt die elektrophoretische Beweglichkeit aus der Messung
des apparenten Weges berechnen, den die Substanz in einem Adsorbens
zuriickgelegt hat. Fiir System ohne Verdunstung gilt:

O(B) OA ___
U = 6 = e
e . © OB)= g OB (M
" 1323 ‘ 1  ©B
und fiir: =R - — = -
oder u= > 9)
R;

Hier bedeutet u die wahre Beweglichkeit, u’ die apparente Beweglichkeit im
Adsorbens, und R; ist der bekannte chromatographische Faktor. Nach (9) ist
die horizontale Komponente:
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v = R;v (10), bzw. v =R; u H (11)

und die vertikale Komponente:

w R, W 1 .
*= (12), d tgae =,
f (12) und tga -
tga, Uy
schliesslich: s A (13)
tga, U,
Fiir den Prozess in feuchter Kammer ist:
u H—w’
tga = T und fiir denselben Punkt (w,” = w,’):
H
tga, —tga, = —— (U, —u,) (14)
w

Die Neigungen der Bahnen der Teilchen gegen die Vertikale, im System
chne Verdunstung, verhalten sich wie ihre elektrophoretischen Beweglich-
keiten (13). Bei der Elektrophorese in feuchter Kammer sind die Differenzen
der Neigungen proportional den Differenzen der Beweglichkeiten, bezogen
auf einen identischen Punkt (w’; = w’,) (14). Fiir das System ohne Verdunstung
gilt dasselbe, aber jetzt fiir alle Punkte am Filtrierpapier, weil w’ = 0. Im
kontinuierlichen Prozess sind zwei Substanzen nur dann trennbar, wenn sie
verschiedene elektrophoretische Beweglichkeiten besitzen. Eine eventuelle
Adsorption hat auf die Trennung keinen Einfluss. Mit anderen Worten: Alle
Teilchen, die sich auf derselben Bahn befinden, haben identische elektrophore-
tische Beweglichkeiten.

Jeder diskontinuierliche Prozess ist im wesentlichen ein elektrochromato-
graphischer Prozess. Untrenbar sind nur Substanzen, die gleichzeitig identische
elektrophoretische Beweglichkeiten und R; Werte haben. Bei eindimensionaler
Streifenelektrophorese oder eindimensionaler Elektrochromatographie sind
jene Substanzen untrennbar, welche der Gleichung (15) geniigen:

u; Ry = u, Ry, - (15)

Auf Seite 204 geben wir noch eine Ubersicht iiber elektrophoretische und
elektrochromatographische Prozesse, sowie iiber die Bedingungen fiir die
Untrennbarkeit.

TERMINOLOGIE

In der Literatur wurden bereits mehrere Ausdriicke fiir die verschiedenen
elektrophoretischen und elektrochromatographischen Prozesse am Filtrierpapier vor-
geschlagen, wie z. B. Ionographie?5, Papierelektrophoresel: 2, 3, 26, 27, 28, Papierionopho-
rese26, Kontinuierliche Elektrophorese6, 14, Kontinuierliche Ionophorese, Elektro-
chromatographie? 12, 13| Kontinuierliche Elektrochromatographie 12,13, Zonenelektro-
phoresel?, Elektrochromatophorese2, Elektromigration30,31 u. s. w. In Tabelle 1
benannten wir die einzelnen Prozesse so, wie wir es zur allgemeinen Annahme vor-
schlagen mochten. Wie aus obigen Betrachtungen {iiber die vertikale oder
chromatographische Komponente hervorgeht, miisste man den Ausdruck »Konti-
nuierliche Elektrochromatographie« vollkommen aufgeben, da die chromatographische
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TABELLE I
Ubersicht iiber elektrophoretische und elektrochromatographische Prozesse.

|
Prozess ‘ Bedingungen fiir die Untrennbarkeit
!

Kontinuierliche Elektrophorese Ug = U

Zweidimensionale Elektrochromatogra-
phie oder zweidimensionale Elektro-
chromatophorese. . "
(Diskontinuierliche Elektrophorese) ug = up und gleichzeitig

{(Die Bedingung fiir diesen Prozess ist die Ry = Rep

gleichzeitige Trennung in der chromato-
graphischen und elektrophoretischen
Richtung)

Eindimensionale Elektrochromatographie
oder eindimensionale Elektrochromato-
rhorese.

u; = us und gleichzeitig Ri1 = Ria
oder uy Rf; = Uz Rip

(Eindimensionale) Streifenelektrophorese.
Uy = U
(Ri- Werte aller Franktionen sind 1) e ?

Komponente im kontinuierlichen Prozess keinen Einfluss auf die Trennung hat. Die
eindimensionale Elektrophorese in pordsen Trigern ist ein Prozess, bei velchem die
chromatographischen Effekte nicht zum Ausdruck kommen (sémtliche Fraktionen
haben R;=1), wie zum Beispiel bei der {iiblichen Papierelektrophorese des
Serumeiweisses?. Im Falle dass die Fraktionen einen merklichen chromatographischen
Effekt am Papier zeigen (Rf+ 1), wire auch der Ausdruck »Streifenelektrophorese«
zuléssig, aber nur dann, wenn die Resultate, z. B. auf rechnerischem Wege, frei von
chromatographischen Effekten angegeben werden, wie zum Beispiel bei der Ermitt-
lung elektrophoretischer Beweglichkeitens3s.

Den Ausdruck »Ionophorese«, der den Unterschied zwischen Ionenwanderung
und Wanderung kolloider Partikelchen unterstreichen sollte, umgingen wir, weil: 1)
elektrokinetisch im wesentlichen kein Unterschied besteht, 2) hiufig ist es unmoéglich,
eine scharfe Grenze zwischen Kolloidteilchen und Ionen aufzustellen, besonders
bei biologischem Material, 3) man kann die Wanderung der Kolloidteilchen nicht
als Ionophorese bezeichnen, im Gegenteil, es ist durchaus zuldssig die Wanderung
der Ionen als Elektrophorese zu betrachten. ‘

Es muss noch zum Schluss darauf hingewiesen werden, dass der vorgeschlagene
Terminus »zweidimensionale Elektrochromatophorese« oder »zweidimensionale Elek-
trochromatographie« nicht mit der Elektrochromatographie in zwei Richtungen zu
verwechseln ist, da die Elektrochromatographie in zwei (oder mehreren) Richtungen,
wie sie Durrum3 oder Strain® beschrieben haben, nicht gleichzeitig (simultan) in
beiden Richtungen verlaufen kann. Diese Technik ist lediglich aus zwei eindimen-
sionalen elektrochromatographischen Prozessen zusammengestellt. Dasselbe gilt auch
fiir die Kombination von Papierelektrophorese und Papierchromatographie wie sie
Kickh6fen3s beschrieben hat. In diesem Falle ist die Technik aus einem elektro-
phoretischen oder elektrochromatographischen und einem separaten chromatogra-
phischen Prozess zusammengestellt.

EXPERIMENTELLER TEIL

A. Kontinuierliche Elektrophorese von Farbstoffen

Abb. 7 zeigt die kontinuierliche elektrophoretische Trennung einer Mischung
von Tropdolin O(T), Fluorescein wasserldslich (F), Chlorphenolrot (P), Rosolsdure
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(R), Chrysoidin Y (Ch) und Nitranilin (N). Die Konzentration jedes der sechs Farb-
stoffe in 509/y-iger ethanolischer Ldsung war 4 mg/ccm.

Als Elektrolyt wurde eine Borsdure - Na - Acetat - NaOH - Pufferlésung vom
pH = 8,6 und Ionenstirke u = 0,012 verwendet. Die Zusammensetzung der Puffer-
lésung war:

HsBOg . . ... 1,947 g IN NaOH . . .. ..... 8,5 ccm
Na-Acetat . 3H2O . .. 0,483 g Destilliertes Wasser ad 1 Liter

Abb. 7. Abb. 8.

Abb. 7. Kontinuierliche Elektrophorese einer Mischung von Tropéolin O (T),‘ AFluoresx_:ein '(F),
Chlorphenolrot (P), Rosolsiure (R; und Rs), Chrysoidin Y (Ch) und Nitranilin (N) in einer
Boratpufferlosung von pg = 8,6 und Ionenstidrke 0,012, Filtrierpapier Munktell No. 20/150.

Weitere Angaben im Text.
Sl. 7. Kontinuirana elektroforeza smjese, Tropdolin O (T), Fluorescein (F), Chlorphenolrot (P),
Rozolna kiselina (R; i Rp), Chrysoidin Y (Ch), i Nitranilin (N), u boratnom puferu pg =86

i ionske jakosti 0,012. Filtarpapir Munktell br. 20/150. Ostale podatke vidi u tekstu.
Abb. 8. Zweidimensionale Elektrochromatographie von Farbstoffen. Experimentale Daten
wie in Abb. 7.

S1. 8. Dvodimenzionalna elektrokromatografija boja. Eksperimentalni podaci kao kod slike 7.

Das verwendete Filtrierpapier war Munktell No. 20/150, die Zeit zwischen
Fingang und Ausgeng der Substanz war 3,5 Stunden (die vertikale Puffergesch-
windigkeit), die Stromspannung 400 Volt, die Stromstirke 20 mA. Die Grésse des
Filtrierpapiers kann aus Abb. 2. entnommen werden. In Abb. 7. und 8. ist jeweils
auf der linken Seite ein Chromatogramm, und unten eine eindimesionale Elektro-
chromatographie derselben Farbstoffmischung abgebildet. Es ist unter anderem aus
Abb. 7. ersichtlich, dass Fluorescein (F) eine grossere elektrophoretische Beweglich-
keit besitzt als Chlorphenolrot (P), widhrend die elektrochromatographische Beweg-
lichkeit des Fluoresceins (F) kleiner als die des Chlorphenolrots (P) ist. Tropédolin
C (T) unterscheidet sich hinsichtlich der elektrophoretischen Beweglichkeit viel mehr
vom Chlorphenolrot (P) als bezliglich der elektrochromatographischen Beweglichkeit.
Rosolsdure (R) wird elektrokinetisch in zwei Franktionen (R; und Rp) getrennt. Die
eiektrophoretische Beweglichkeit der beidein Franktionen ist bedeutend grésser als
ihre elektrochromatographischen Beweglichkeiten.



PAPIEREI.LECTROPHORESE IM FEUCHTER KAMMER. IV 207

B. Zweidimensionale elektrochromatographische Trennung von Farbstoffen

Dieselbe Mischung von Farbstoffen wurde unter gleichen Bedingungen zwei-
dimensional elektrochromatographisch getrennt (Abb. 8.).

Die Dauer des Versuches war 3,5 Stunden. Alle sieben Komponenten wurden
vollkommen getrennt, obwohl die chromatographische Trennung (links vertikal),
und die elektrochromatographische Trennung (unten horizontal) unvollkommen sind.

C. Kontinuierliche Elektrophorese des Serums

Abbildung 9. zeigt die kontinuierliche Elektrophorese eines menschlichen Serums
(y-plasmocytom). Das Serum wurde ohne vorhergehende Dialyse der Elektrophorese
unterworfen. Das Filtrierpapier war Whatman No. 1, die Zeit zwischen Eingang
und Ausgang des Serums war 7 Stunden, die Stromspannung 300 Volt, die Strom-
stdrke 12 mA. Als Elektrolyt wurde eine Na-Veronal-Na-Acetat-HCIl-Pufferlgsung
vom pH = 3,6 und Ionenstirke 0,0241 verwendet. Die Zusammensetzung der
Pufferlosung war:

Na-Veronal . . . . . . . . . 3370¢g
Na-Acetat . 2H,O . . . . . . 27000 g
1IN HCT . . . . . . . . . . 229 ccm

Destilliertes Wasser ad 15 Liter.

Abb. 9. Kontinuierliche Elektrophorese des undialysierten menschlichen Serums (y-plasmo-
cytom). Versuchsdaten: Papier Whatman No. 1., Strommspannung 300 Volt, Stromstidrke 12 mA,
Veronalpuffer p . = 8,6, Ionenstdrke  u = 0,024L. .
Von rechts nach links: Albumin, a1-Globulin, @:-Globulin, B-Globulin, und y-Globulin.
Sl. 9. Kontinuirana elektroforeza nedializiranog ljudskog seruma (u-plasmocytom). Podaci:
Papir Whatman br. 1., napon 300 V, jakost struje 12 mA, veronalpufer Py = 8,6, ionska

jakost p = 0,0241.
Od desna na lijevo: albumin, ai-globulin, ae-globulin, B-globulin, i y-globulin.

) Die von uns beschriebene Firbungsmethode mit Amidoschwarz3” 38 wurde fiir
diesen Zweck etwas vereinfacht, da die photometrische Reproduzierbarkeit fiir die
Abbildung der Bahnen einzelner Serumeiweissfraktionen iberfliissig ist. Nach
Beendigung des Versuches wurde das lufttrockene Filtrierpapier bei 105°C getrocknet,
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mit Methanol bespriiht, und wieder bei 1050C getrocknet. Darauf wurde es gleich-
missig mit Farblosung bespriiht (1 Gramm Farbstoff in 100 ccm 10%0-iger Essigsdure)
und bei cca 70—80°C getrocknet. Dann wurde der iiberfliissige Farbstoff in einer
photographischen Wanne mit 5%-iger Essigsdure bei 70—800C vom Papier abge-
waschen. Zum Schluss wurde das Filtrierpapier an der Luft getrocknet.

Da die Eiweissteilchen eine geringe elektrophoretische Beweglichkeit haben,

erfahren alle Komponenten eine apparente Geschwindigkeits-Verzogerung in der
horizontalen Richtung, und alle Bahnen sind nach innen gekrummdt.

1
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IZVOD

Prilog upoznavanju elektroforeze na filtarskom papiru metodom vlaZne komore. IV.
- Kontinuirana elektroforeza i dvodimenzionalna elektrokromatografija

Z. Pucar

Opisana je aparatura za kontinuiranu elektroforezu i dvodimenzionalnu elek-
trokromatografiju na filtarskom papiru. Prednosti opisane aparature pred apara-
turom Elfor V. i Elfor V. a. (Bender & Hobein, Miinchen) uglavnom su ove:

1) Filtarski se papir moZe, s pomoéu posebnog uredaja, s vanjske strane
aparature napinjati i centrirati, i to u svako doba i bez prekidanja elektroforeze.
Zbog toga je moguée papir montirati u aparaturu u suhom stanju, te ga definitivno
napeti tek po$to se pufer jednoliéno kapilarno navlazio otopinom.

2) Pomo¢u metalnih jarmova sa spuZvastom gumom i s pomocu randriranih
matica lako je papir jednoli¢no napresSati uz elektrodne Zzljebove.

3) Prilikom montaZe i demontaZe filtarskog papira ravnina papira postaje pri-
stupatna za rukovanje jednostavnim skidanjem gornjeg poklopca i izvlacenjem
prednje staklene stijene.

4) Ako se staklena stijena prilikom ponovnog uvlalenja okrene oko vertikale
za 1800, padaju ¢etiri od pet postoje¢ih otvora za dovodenje supstance na nova
mjesta na filtarskom papiru, pa se tako supstanca moZe dovoditi na devet mjesta
duz S$irine filtarskog papira. Time se i bez promjene polariteta struje moze naé¢i
najpovoljnije ulazno mjesto za supstancu. \

5) Elektrodni zljebovi imaju poseban odvod plinova iz aparature. Time se
postiZe nesmetano otkapljivanje pufera na izlazu iz aparature, a ujedno se spretava
Stetno djelovanje elektrodnih plinova (na pr. klora) na supstancu.

6) Mogu se upotrebljavati i mehanitki neotporne vrste filtarskog papira, jer ne
postoji opasnost ostetenja toga papira prilikom montaze i demontaZe.

7) Prilikom mijenjanja filtarskog papira otpada namje$tanje dovodnih cijevi
za pufer-otopinu, jer papir nije montiran na posebnom okviru, koji se naknadno
ulaZe u vlaznu komoru, nego je papir neposredno uévrséen u vlaznoj komori.

U teoretskom dijelu razradeni su osnovi kontinuirane i diskontinuirane separa-
cije, i to s pomo¢u potanje analize horizontalne ili elektroforetske i vertikalne ili
kromatografske komponente. Sastavljen je tabli¢ni pregled elektroforetskih i elektro-
kromatografskih procesa, te uvjeta pod kojima je separacija nemoguca. Iz nave-
denog razmatranja slijedi, da se izraz »elektrokromatografija« moZe upotrijebiti samo
za diskontinuirane procese, jer u kontinuiranom procesu kromatografski efekt ne
dolazi do izrazaja. U poglavlju o terminologiji raspravlja se o pojediinm nazivima
za elektromigracione procese, a naro¢ito je istaknuta razlika izmedu dvodimenzio-
nalnih (ili visedimenzionalnih) procesa i dvosmjernih (ili viSesmjernih) tehnika.

U eksperimentalnom dijelu opisano je kontinuirano elektroforetsko i dvo-
dimenzionalno elektrokromatografsko razdvajanje smjese boja, koja se sastojala od:
tropeolina O, fluoresceina, klorfenolnog crvenila, rozolne kiseline, krisoidina Y i
nitranilina. Opisano je i kontinuirano elektroforetsko razdvajanje serumskih bjelan-
devina, Za separaciju bjelanéevina uzet je nedijalizirani ljudski serum (y-plasmo-
cytom).
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