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Es wird eine Apparatur filr die kontinuierliche Elektrophorese 
am Filtrierpapier und zweidimensionale Elektrochromatographie 
mit einem Hinweis auf ihre konstruktiven Vorteile beschrieben. 
Im theoretischen Teil werden ausfilhrlich die Grundlagen der 
kontinuierlichen und diskontinuierlichen Arbeitsweise besprochen, 
und zum Schluss wird eine tabellarische Dbersicht ilber 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 filr den diskon
tinuerlichen Prozess in Anwendung kommen kann. Im Abschnitt 
ilber 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) 
eindimensional·en Prozes·sen zusammengestellten Technik hin
gewisen. 

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

EINLEITUNG 

Das Prinzip der ikontinuierlichen ele1ktro,phore1Jischen Trennung beruht 
<l.arauf, dass man einem vertilkalen Fliissig1keits.strom ein horizontales elektri
sches Feld iiberlagert. Die ele1ktrisch gelandenen T eilchen wandern dann in 
der Richtung der Resultante, rund ikonnen .am Ende der B ahn getrennt .aui
gefangen wevden. 

In den ersten drei Miteilungen dieser Reihe1• 2• 3 wurde die ap.parente 
Bewegungsform der elektrisch gelandenen Teilchen auf einem Filtrierpapier
streifen runter Bedingungen der Ele1ktrophorese in feuchter Kammer sfrudiert. 
Als Unterschied von alien anderen Elektropll!O:reseverfahren 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. 



196 ZVONIMIR PUCAR 

satzliche Moglichkeit hervorgeholben, dass an ein und demsel1bem Ort und in 

demselben ZeitpUJllkt ein Teilchen mit grosserer Beweglichikeit eine appa,rente 

B e:<>chleuni.gung erfharen, wahrend ein anderes, mit kreinerer Beweglichkeit, 

gleichzeitig eine app.arente Verzogerung der Bewegung .aufweisen kann. 

In dieser Mitteilrung wollen wir uns hauptsachlich mit der Bewegung der 

geladenen Teilchen bei der kontinuierlichen Papierelektrorphorese befa.ssen, 

die u:nter Bedingungen der Elektrophorese in feuchter Kammer verlauft. Es 

son ferner gezeigt wel'.'den, dass die Beschreiibung der Bewegungsform auch 

hier auf dieselbe Weise wie !bei der Streifenelelktrophorese erfolgen kann 

(Mittlg. I.). 

Das P.rilllZip der ikontinuierlichen Elektrnphorese, die sich bis heute als 

eine der wertvolls t en neuen Metho den der praparativen Trennung von Gemi

s-chen lbewahrt hat, wUJrde zum ersten Male ungefiihr gleichzeiti.g von W. 

Gr.a:ssmann4 sowie von H. Svenson und I. Br.attsten5 im Jahre 1949 veroffent

licht, 11Il!d daraud' erschienen {1951) die Arbeiten von E. L. Durrum6 und H. H. 

Strain und J. C. S'llllliv.an7. Da 'die Appar.atur von Svenson und Brattsten5• 22 

mit einer imit Glas:sta1Ub .gefiillten Plexi:glaskfrvette m1beitet, und da die Appa

ratur 'VOn Strain und Sullivan im wesenthchen ,aus zwischen zwei Glass

platten gepresstem Filtrierpapier be1steht, k.ann man diese zwei Verfahren 

nicht als Elektroprhorese in feuchter Kammer ibezeichnen. 

In den letzten J.ahren wurden dann mehrere Aribeiten veroffentlicht U.ber 

ko,ntinuierliche elektropihoretische 'Drennung von FaribstoHen,5• 6· 8 Pro

teinen4• 6• 8· 9· 11• 24, A'minosauren6· 8, 9, rn, 11, anorganischen Ionen7, 12· 13· 14· 15, ra

dioaiktiven anorganischen fonen12· 13· 14, sowie Referate iiber Elektropho
rese16· l7, l8, 19 1UI1Jd Monographien, die auch, m ehr oder weniger, die kontinuier
liche Technilk behandeln20, 21, 22, 23. 

DIE APPARATUR 

Die Apparatur nach Durrum6 is>t konstruktiv zwar sehr einfach, aber sie hat 
den Nachteil, dass die elektrische Feldstarke in der Richtung von unten nach 
oben am Filtrierpaipier sehr rasch abfallt. Die Folge davon ist, dass die Trennung 
im wesentlichen nur am unteren .Teil des Papiers, d. h. am Ende der Bahn, erfolgt. 
Einfache Elektrodengefasse, welche die Pufferli:isung nicht kontinuierlich sptilen 
kann, geben ausserdem nicht den Eindruck einer vollkommen kontinuierlichen 
Arbeitsweise. 

Deswegen haben wir bei unserem Bau der Apparatur das Prinzip von 
Grassman9, 10 ilbernommen und die Konstruktion der Apparatur in mehreren 
Punkten verbe.ssert. Die Vorteile ·unserer Apparatur (Abb. 1. und 2.) gegenilber den 
im Handel erhaltlischen Apparaturen (Elphor V und Elphor Va, Bender & · Hobein, 
Milnchen) 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 selbsttatiger und gleichmassiger 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 
lekht 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 fi.ir Manipulationen bleibt. 

4) Wenn die Glaswand dann, beim Eirischieben, um die Vertikalachse um 180° 
gedreht wird, fallen die filnf Offnungen fi.ir die Substanzzufuhrvorrichtung auf 
weitere vier Stellen, so dass mit den neuen Zufi.ihrungslagen , ohne Wechsel der 
Stromrichtung, jeweils die gtinstigste Zufilhrungsstelle fi.ir die zu trennende Substanz 
bereit steht. 

5) Die Eiektrodenrinnen haben eine besondere Gasableitung nach aussen, so 
dass das abropfen der PufferlOsung am Ausgang der Apparatur n icht verhindert 
wird, und ausserdem ki:innen schadliche Gase, die sich an den Elektroden entwi
ckeln, wie z. B. Chlor, nicht mit dem Papier und der zu trennenden Subst anz in 
Bertihrung kommen. 

6) Da beim Papierwechsel keine Gefahr der Beschadigung des Papiers besteht, 
kann die Apparatur entsprechend grosser gebaut werden, und ausserdem ki:innen 
auch dtinnere und weniger fes te Papiersorten Verwendung finden . 

Abb. 1. Die Gesamtansicht der Trennapparatur. 
SL 1. Aparatura (opci p ogled) . 

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 Gleich richter von 100 bis 1000 Volt 
und 50 mA. 
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Abb. 2. Frontansicht der feuchten Kammer. Baumaterial geschweisstes PVC. Erkliirung der 
Zeichen: G = vordere Glaswand, K = abnehmbare Kappe aus PVC, S = abnehmbarer Glasstab 
bzw. abnehmbares Glasrohr zur Unterstutzung des Filtrierpapiers, W = Pufferwanne aus PVC, 
P = Filtrierpapier, B = Stromzufilhrbilchse mit Stromzuleitung, A = Gasableitung, O = tlffnun
gen in der Glaswand fur die Zufilhrvorrichtung filr das zu trennende Substanzgemisch, 
E = schaumgummibelegter Elektrodenbalken aus Metal! 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 filr das Filtrierpapier, AE = Ausgang der Elektroden spillung mit dem Tropfenzahler 
aus Glas, EE = Eingang der Elektrodenspillung. Der Eingangstropfenzahler aus Glas b efindet 
sich an jeder der drei Mariotteschen Flaschen von je 5 Liter Inhalt, T = Auffangtrichter fur 
die getrennten Komponente, KW = Abfuhr des Kondenswassers, M = Metalltasse mit Vorrich
tung zur Einstellung d er Gliischenhiihe, MS = Abnehmbares Metallstativ mit 29 Auffang-

g!iischen von je 21 ccm. Inhalt. 

SI. 2. Pogled s prednje stran e na vlaznu komoru. Gradevni materijal PVC. Opis znakova: 
G = prednja staklena ploca, K = gornji poklopac iz PVC-a, s = stakleni stap iii staklena cijev 
za podupiranje filtarpapira, W = jasle za pufer iz PVC-a, P = filtarpapir, B = dovod struje, 
A = odvod plin ova, O = otvori u p rednjoj staklenoj stijeni za montazu posudice za_ dovod 
materijala, E = metalni jaram sa spuzvastom gumom i dvije randrirane matice pomocu kojeg 
se ucvrscuje filtarpapir. Ispod jarma nalazi se elektrodni zlijeb iz PVC-a sa platinskom 

.elektrodom, SP = uredaj za n apinjanje i centriranj e filtarpapira iz PVC-a, AE. = izlaz pufera 
lz elektrodnog zlijeba sa staklenim brojacem k api, EE = ulaz pufera u elektrodni zljeb. 
Stakleni brojac kapi (ulazni) nalazi se na svakoj od tri Mariotove boce. svaka boca rma 
zapreminu od 5 litara, T = stakleni lijevciCi za sabiranje frakcija, KW = odvod kondenzne 
vode, M = metalna polica za podesavanj e visin e posudica, MS = metalni stalak sa 29 posudica 

od kojih svak a sadrzi 21 ml. 
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THEORETISCHE BETRACHTUNGEN 

Die Bewegu:ng eines elektrisch geladenen Teilchens setzt sich bei der 
-kontinruierlichen Elektrophorese aJs vektorische iSumme der hori:zontalen oder 
eleiktrQphoretischen und vertiikalen o.der 1chromatographischen Komponente 
zusammen. Hier sdllen jetzt die beiden Kom,ponenten getrennt behandelt 
werden. 

A. Die horizontale oder elektrophoretische Komponente 

Bei der Elektrophorese in feuchter Kammer ist die elektrische Feld
stanke wegen der Verdun.stung des Losuingsmittels, hzw. Konzentration des 
Elektrolyts, und der Kapillarsaugwirkung des Filtrierpapiers in horizontaler 
Richtung nicht ikonstant1• 2• 
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Abb. 3. Schematischer Verlauf der elektrischen Feldstarke (H-Kurven) im stationarzustand 
am Filtrierpapier. Die Krtimmung der H-Kurven wachst im Sta tionarzustand inforge Ver
dunstung und Kapillarwirkung von oben nach unten. Erk!arung der Zeichen: P = Filtrier
papier, W = Pufferwanne, E = Elektrodenrinne mit Platinelektrode, M-M = Lage der. Minima 
der H-Kurven, bzw. der maxlmalen Elektrolytkonzentration in der betreffenden Horizontale, 

A-A = eine charakteristische Horizontale. 
SI. 3. Sematski tok jakosti el pol ja (H-krivulja) na filtarpapiru u stacionarnom stanju. 
Zakrivljenost krivulja r aste 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 odgovarajucoj h orizontali, A-A = karakteristicna horizontala. 

Im statio,niiiren Zustand wird die Elektrolytlosun.g sowohl aius d~r Puffer
wanne (W) in der Vertiikalrichtung, wie <t.J,ch von den beiden Eleiktrodenrfa'men 
(E) her in der lforizontalrichtunig vom FiltriertIJ.apier angesaugt. Abb. 3 
schi1dert schematisch den Verlauf der elektrischen Feldsta·rke (H-kurven) am 
Filtrierpapier im stationaren Zustand und in vier oharatkteristichen Hori
zontalen. 

Im folgenden wird eine anodische elektrophnretische Bewegung der 
elektrisch geladenen Teilchen .betrachtet. Eine kathodische Bewegung wilrde 
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prin:zipiell der anodiSchen Bewegung g leichen . Daibei soll davon abgesehen 
werden, class die Beweglichikeit der Teilchen (u), wegen des Durchlaufens von 
Koruzentration.sgradienten im Eleiktrolyt u nd der dadurch bedingten Ande-
rung des 1; Potentials, nicht strenig lkonstant ist. . 

8 
Horlzontale A - A 

Abb. 4. Oben : die H und w '-Kurve in der Horizontale A - A im stationiiren Zustand (schema
tisch) . Nach Gleichung (1) sind dann die Kurven der apparenten Horizontalgeschwindigkeiten 

v'1 fur u = 1, v '2 filr u = 2, und v'0•5 filr u = 0,5 in der Hor izontale A-A aufgezeichnet . 
Unten: Schematische Wiedergabe der Bahnen der Teilchen am Filtr ierpapier 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 krivulj e aparentnih horizontalnih brzina u hori
zontali A-A, i to v '1 za u = 1, v'2 za u = 2, i v'o.s za u = 0,5. Dolje: Sematski prikaz tragova 

cestica na filtarpapiru sa pokretljivostima u = 0,5, u = 1, i u = 2. 

Die appiaxente momentane Geschwindigikeit eines Teikhens mit der 
Beweglichlkeit u im eleJktrischen Feld H is t1 : 

v ' = uH-w' (1) 

Hier lbedeutet w' die kapillare Elektrolytgeschwindigkeit in der Horizon
talrichtung. Die Differenzierung nacb s ergi1bt: 

dv 
, 

dH dw 
= U 

ds <ls ds 
(2) 

Darauf folgt fiir 
dH dw 

, 
dv' 

= 0, 
, 

= Konst. (3) a) u - v 
ds ds ds 
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Das Teilchen !bewegt sich in der HodzontalrichtUilig mit konstanter Ge
schwindiglkeit . 

dH dw' 
b) l\.l __ > --, 

ds ds 

dv' > - 0 
ds 

(4) 

Das Teikhen erfiihrt in der Horizontalrichtung eine aprparente Beschleuni
gung der Bewegunig. 

dH dw', 
c) u - /-

ds -...... ds 

dv' -<o 
ds 

(5) 

Das Teilchen eTfart in der Horizontalrichtung eine apparente Verzi:igerung 
der Bewegung. 

Die Differenzialgleichung (2) lki:innen wir dmch Abb. 4 einfach veran
schaulichen. 

Die obere Zeichnunig in Abb. 4. gilbt runs schematisch foigende Kurven in 
der Horizontale A-A (hbb. 3.) wieder: 1) Die Kurve der elelkfrischen Feld
starke H, und 2) die Kurve der lkapillaren Elektrolytgeschwind:iigkeit in der 
Horizontalrichtung w' (vergleiche auch Mittlg. I. und II. 1• 2). Weiter sind nach 
Gleichung {l) die Kmven fiir die apparenten Geschwindi,gikeiten, v/ fiir die 
Beweglichikeit der Teilchen u· = 1, v/ fur u = 2, llm!d v' 0 , 5 filr u = 0,5, auf
gezeichnet. Einfachheitshalber sind in kbb. 4 rechts von der M-M Linie die 
Gradienten dH/ds und dw'/ds gleich gross gezeichnet (dH/ds = dw'/ds). Die 
M-M LinJ.e bedeutet das Minimum der H-Kurve. 

Das Teilchen mit u = 2 erfiihrt rechts von der M-M Linie stets eine .appa
rente Beschleunigung in der Horizontalrichttmg, da:s Teilchen mit u = 1 
bewegt sich in demseliben Bereich mit konstanter Geschwindiglkeit, wahrend 
das Teilchen :mit u = 0,5 eine Verzi:i.gerung der Bewegung erfahrl. 

Da wir hier annehimen milssen, cl.ass sich keines der drei Teilchen .am 
Filtrierpapier adsoribiert, ist die vertikale Ko:mponente fiir aJJe d;rei Teilchen 
gleich der verti.kalen Eleikt:mlytgeschwindigikeit W. Dtie 1UI1tere Zeichnung 
(Aibb. 4.) gibt schematisch die Bahnen der Teilchen a:m Filtrierpapier wieder. 
Links vo,n der M-M Linie erfahren alle dxei Teilchen apipairente Verzi:igerung 
in der Horizontalrichtung, und wenn wir jetzt den Startprurukt vielleicht noch 
mehr nach lintks verschieben wilrden, ki:innten die Teilchen in S-fi:irmigen 
Bahnc~n ilber das Filtrierpapier laufen. Obwohl ein Kleiner Teil der Bahnen in 
unserer Zeichnung links von der M-M Linie verliiuft, haben wir die kleinen 
Verzi:igeru.ngen am Anfang der Bahnen vernachliissi,gt, da die Kriimmungen 
und die Winkung der H und w' -Kurven .am oberen Teil des Papiers (am 
Anfang des Prozesses) iklein sind. Die Neigung der M-M Linie zur-Vertikale 
ist durch Elektroosmose bedingt (vergleiche aruch MittLg. I . 'und II.) . 

B. Die vertikaie oder chromatographische Komponente 
H. H. Strain und J. C. Sullivan7 haben ·schon berrnerkt, dass im kontinuierli

chen Prozes die T!rennung von zwei Suibstan:zen unmi:iglich ist, wenn das 
relative Verhaltnis ihrer elektr.omigr.ationen Wege und ihrer chromatogra.phi
schen Wege dasselbe ist. Im diskontinuierlichen Prozess ist die Trennung von 
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zwei SuJbstanzen nur dann unmoglioh, wenn ihre eleiktromigrationen un<:t 
gleicill>:eitig ihre chromatograrphischen Wege identisch sind. A!bb. 5. soil un& 
das veran:scharulichen. 

8 0 B A 0 

0 
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 

A+B ffi 

' ' ' 

Abb. 5. Die Trennung der Substanzen A i,md B. 
Links: Die Substanzen sind im diskontinuierlichen Prozess trennbar. Die Trennbarkeit beruht". nur auf dem chromatographischen Effekt. Die elektrophoretischen Beweglichkeiten sind' 
identisch, und deswegen sind die beiden Substanzen im kontinuierlichen 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 kromatografskog efekta. U kontinuiranom procesu smjesa je nedjeljiva, jer je elektroforetski efekt. 
od A i B identican. O = pocetna linija. 

riesno: Kromatografski elektroforetski efekt je identican, pa se smjesa ne moze rastavitt 
ni u diskontinuiranom procesu 

Die genannten Verfasser haiben a:ber nicht darauf hingewiesen, dass in, 
beiden Fallen die elektrophoretischen Beweglichkeiten {u) der Substanzen A 
tihd B identisch sind. Die Substan:zen A und B, im lin:ken Bild, werden zwar 
sehr gut durch eindimen:sionale Streifenelektrophorese igetrennt, aber der 
Trenneffekt ist offensichtlich nur auf einen chromatographischen zurilck-· 
zufilhren. Der elektrorphoretische T·renneffekt ist gleich Nrull. Im rechten Bild 
ist der elektrophoretische und gleichz.eitig aiuch der chromatographische 
Trenneffokt gleich Null, und daher ist auch die Trennunig in einem diskonti
IlJUierlichen (chromatoigrarphischen), wie auch im kontin'Uierlichen · (elektr-o
phoretischen) Prozess unmi:ighch . 

.A!bb. 6. veranschaiunlicht eine kontinuierliche oder d:is.kontinuierliche Tren
nung. Die Substanz B wird vom Filtrierpapier adsorbiert, die Srubstanz A 
wi.rd im Gegenteil nicht ad.sorbiert, sondern sie wandert .in der Vertikale· 
mit der Flilssiigkeitsfront , d. h . mit der Geschwindigkeit W. 

Die .z;urilcl~gelegten Wege OA, OB, OA' und . OB' entsp·rechen ejnfachkeits
ha1ber einem System ohne Verdunstung. Die Lange OB ~st dann der apparente
elekt:ropho·retische Weg der SUibstanz B, die ilbrigen Langen die wahren 
elektropho:retischen bzw. chromatographischen Wege. In der Zeit, in der die· 
SU!bstanz A den Weg OE ziurilclk.gelegt hat, ist die SUJbstMIB B, wegen 
.Adsor:ption, von 0 nur bis zum Punkt D angelangt. W enn die Substanz J3:: 
nicht adsorbiert wilrde,. mils·ste ~ie in derse1ben Zeit bis !Zurn Pun:kt C vor
rilaken. Duxch Proj ektion der Lange OC auf die Horrizontale bekommen wir 
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den wahren Weg O(B), den die Substan:z B mitte1s Pap1erstreifenelektropho

rese ·zruriiakgelegt hatte, ware sie nicht <lurch Adsorption vom Filtrierpapier 

zuriieikgehalten worden. Nachdem die ibeiden Substanzen im ikontinuierlichen 

e a B (8) A 

a 0 

s'~*--+--'=+----:=:\ 

~~-r--+.!-!.J~--.;o\-~~--.=.'\. 

Abb. 6. Die Trennung der Substanzen A und B, die versch!edene chromatograph!sche und 
auch elektrophoretische Eigenschaften aufweisen. Die Trennung ist sowohl im kontinuier

lichen wie auch im diskontinuierlichen Prozess moglich. Weitere Erlauterungen im Text. 

Sl. 6. Rastavljanje substanca A i B, koje pokazuju razlicita kromatografska ! elektroforet~k-~ 

svojstva. Odjeljivanje je moguce u kontinuiranom kao i u diskontinuiranom procesu. DalJnJ1 
opis vidi u tekstu. · 

Prozess an den UJilteren Rand des Filtrieripapiers gelangt sind, ist im stationaren 

Zrustan.d die Bahn der Substanz B adsorptiv gesattigt, und die neuan!kommen

den Stoffunengen erleiden keine Adsorption. Die Bahn der Suibstanz B w:i>rd 

daduirch ikeinesf.alls geandert, da die P.rojektion der Lange OC auf die Ho::ri

zontale wie .auch auf die Vertiikale den z.uriickgelegten Wegen ohne Adsorption 

entspicht. 
Wir konnen jetzt die elektro;phoretische Beweglichlkeit aus der Messung 

des .a.ppa:renten Weges berechnen, den die Substanz in einem Adso·rbens 

zrmiidk.gelegt hat. Fur System ohne Verdunstung gilt: 

U= 

und fiir: 

oder u = 
u' 

R1 

O(B) 
Ht 

OB' 
OA' = Rr 

(6) 
OA' _ _ 

O(B) = OB' OB 

u= 
OB 
Hi: 

(7) 

- (8) 

(9) 

Hier lbedeutet u die wahre Beweglich\keit, u' die ap;parente Beweglichkeirt im 

Adsor.bens, und Ri ist der be\kannte chromatographische Faiktor. Nach (9) ist 

die horiizontale Komponente: 
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v ' = Rrv (10) , ihzw. 

und die vertiikale Kom ponente: 

W' = R1 W {12), und tga 

schliesslich: 

Fur den .Pro:zess in feuchter Kammer fat: 

u H-w' 

v ' = R1 u H 

uH 

w ' 

tga = 
w und far denselben Punkt (w/ = w / ): 

(11) 

(13) 

(14) 

Die Neigungen der Bahnen der Teilchen gegen die Vertikale, im System 
ohne Verdunstu.ng, verhalten sich wie ihre elektrophoretischen Beweglich
keiten (13). Bei der Elektrophorese in feuchter Kammer sind die Differenzen 
9er Neigungen propoil'tional den Differenzen der Beweglichkeiten, bezogen 
auf einen identischen Punikt (w' 1 = w' 2 ) {14). Fiir d.as System ohne Verd.unstung 
gilt dasselbe, aber jetzt fii.r alle Punkte .am Filtrier:papier, weil w' = 0. Im 
kontinuierlichen Prozess sind rzwei Su'bstan:zen m.lil' dann trennJbar, wenn sie 
verschiedene elektrorphoretische Beweglichkeiten besit:zen. Eine eventuelle 
AdSOT[Jtion hat auf die Tremwng tkeinen Einfluss. Mit anderen Worten: Alle 
Teilchen, die sich auf denseliben Bahn befinden, halben identische elektro;phore
tische Bewegliohikeiten. 

Jeder diSkontinuierliche Prozess ist im wesentlichen ein elektrochromato
graphischer P:rorzess. Untre:nJbar sind IllUT SUJbstanzen, die gleichzeiti,g identische 
elelktr.ophoretische Beweglichikeiten 'lfilld R1 Werte haben. Bei eindimensionaleT 
Streifenelektrophorese oder eindimensionaler Elektrochromatographie sind 
jene SUibstanzen untrennibar, welche der Gleichung (15) .gentigen: 

U 1 Ru = U 2 R 12 (15) 

Auf Seite 204 1gelben wir noch eine Ubersicht tilber elektrophoretische und 
elelktrochromatographische Pro:zesse, sowie iiber die Bedingungen fiir die 
Un tTenniba:rikei t. 

TERMINOLOGIE 

In der Literatur wurden bereits meh:rere Ausdrilcke filr die verschiedenen 
elektrophoretischen und elektrochromatographischen Prozesse am Filtrierpapier vor
geschlagen, wie z. B. Ionographie25, Papierelektrophoresel, 2, 3, 26, 27, 2s, Papierionopho
rese26, Kontinuierliche Elektrophorese6, 14, Kontinuierliche Ionophores·e6, Elektro
chromatographie7, 12, 13, Kontinuierliche Elektrochromatographie7, 12, 13, Zonenelektro
phorese17, Elektrochromatophorese29, 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 ilber · die vertikale oder 
chromatographische Komponente hervorgeht, milsste man den Ausdruck »Konti
nuierliche Elektrochromatographie« vollkommen aiufgeben, da die chromatographische 
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TABELLE I 

Ubersicht uber elektrophoretische und elektrochromatogra:phische Prozesse. 

Prozess 

Kontinuierliche Elek trophorese 

Zweidimensionale Elektrochromatogra
phie oder zweidimensionale Elektro
chromatophorese. 
(Diskontinuierliche Elektrophorese) 

;(Die Bedingung fiir dies en Prozess ist die 
gleichzeitige Trennung in der chromato
graphischen und elektrophoretischen 
Richtung) 

Ei.ndimensionale Elektrochromatographie 
oder eindimensionale Elektrochromato
phorese. 

(Eindimensionale) Streifenelektrophorese. 

(R1- Werte aller Franktionen sind 1) 

Bedingungen filr die Untrennbarkeit 

u1 = 1."2 und gleichzeitig 
R r1 = R r2 

u1 = u2 und gleichzeitig R r1 = R 12 
oder u1 R11 = u2 R 12 

Komponente im kontinuierlichen Prozess keinen Einfluss auf die Trennung hat. Die 
·eindimensionale Elektrophorese in porosen Tragern ist ein Prozess, bei velchem die 
.chromatographischen Effekte nicht zum Ausdruck kommen (samtliche Fraktionen 
haben R 1 = 1), wie zum Beispiel bei der ilblichen Papierelektrophorese des 

Serumeiweisses32. Im Falle dass die Fraktionen einen merklichen chromatographischen 
Effekt am Papier zeigen (Rr =!= 1), ware auch der Ausdruck »Streifenelektrophorese« 
zuliiss•ig, aber nur dann, wenn die Resultate, z. B. auf rechnerischem Wege, frei von 
chromatographischen Effekten angegeben werden, wie zum Beispiel bei der Ermitt-
iung elektrophoretischer BewegUchkeitenaa. · 

Den Alusdruck »lonophorese«, der den Unterschied zwi:Schen lonenwanderung 
und Wanderung kolloider Partikelchen unterstreichen sollte, umgingen wir, weil: 1) 
elektrokinetisch im wesentlichen kein Unterschied besteht, 2) haufig ist es unmoglich, 
eine scharfe Grenze zw:iischen Kolloidteilchen und Ionen a'Ulfziustellen, besonders 
bei biologischem Material, 3) m an kann die Wanderung der Kolloidteilchen nicht 
als Ionophorese bezeichnen, im Gegenteil, es ist durchaus zuliissig die Wanderung 
der Ionen als Elektrophorese zu betrachten. 

Es muss noch zum Schluss darauf h ingewiesen werden, <lass der vorgeschlagene 
Terminus »zweidimensionale Elektrochromato.phorese« oder »zweidimensionale Elek
trochromatographie« nicht mit der Elektrochroma.togra.phie in zwei Richtungen zu 
verwechseln ist, da die Elektrochromatographie in zwei (oder mehreren) Richtungen, 
wie sie Durrum34 oder Strain3P 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 P apierchromatographie wie sie 
Kickhofen36 beschrieben hat. In diesem Falle ist die Technik aus einem elektro
phoretischen oder elektrochromatographischen und einem separaten chromatogra
phischen Prozess zusammengestellt. 

EXPERIMENTEI.:LER TEIL 

A. K ontinuierliche Elektrophorese von Farbstoffen 
Abb. 7 zeigt die kontinuierliche elektrophoretische Trennung einer Mischung 

von Tropaolin O(T), Fluorescein wasserlOslich (F), Chlorphenolrot (P), Rosolsaure 
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(R), Chrysoidin Y (Ch) und Nitranilin (N). Die Konzentration jedes der sechs Farb
stoffe in 50°/o- iger ethanolischer Losung war 4 mg/ccm. 

Als Elektrolyt wurde eine Borsaure - Na - Acetat - NaOH - PufferlOsung vom 
pH.= 8,6 und Ionenstarke µ = 0,012 verwendet. Die Zusammensetzung der P uffer 
lOsung war: 

fiaBOa . .... 1,947 g 
Na-Acetat . 3H20 ... 0,483 g 

Abb. 7. 

lN NaOH .. ....... 8,5 ccm 
Destilliertes Wasser ad 1 Liter 

Abb. 8. 

Abb. 7. Kontinuierliche Elektrophorese einer Mischung von Tropaolin 0 (T), Fluorescein (F), 
Chlorphenolrot (P), Rosolsaure (R1 und R 2), Chrysoidin Y (Ch) und Nitranilin (N) in einer 
Boratpuffer!Osung von PH = 8,6 und Ionenstarke 0,012. Filtrierpapier Munktell No. 20/ 150. 

Weitere Angaben im Text. 
SI. 7. Kontinuirana elektroforeza smjese, Tropaolin O (T), Fluorescein (F), Chlorphenolrot (P), 
Rozolna kise lina (R1 i R,), Chrysoidin Y (Ch) , i Nitranilin (N), u boratnom puferu PH = 8,6 

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

Das verwendete Filtrierpapier war Munktell No. 20/150, die Zeit zwischen 
Eingang und Ausgc;ng der Substanz war 3,5 Stunden (die vertikale Puffergesch
windigkeit), die Stromspannung 400 Volt, die Stromstarke 20 mA. Die Grosse des 
Filtrierpapiers kann aus Abb. 2. entnommen werden. In Abb. 7. und 8. ist jeweils 
auf der linken Seite ein Chromatogramm, und unten e ine eindimesionale Elekt ro
chromatographie derselben Farbstoffmischung abgebildet. Es ist unter anderem aus 
Abb. 7. ersichtlich, dass Fluorescein (F) eine grossere elektrophoretische Beweglich
keit besitzt als Chlorphenolrot (P), wahrend die elektrochromatographische Beweg
lichkeit des Fluoresceins (F) kleiner a ls die des Chlorphenolrots (P) ist. Tropaolin 
0 (T) unterscheidet sich hinsichtlich der elektrophoretischen Beweglichkeit viel mehr 
vom Chlorphenolrot (P) als bezuglich der elektrochromatographischen · Beweglichkeit. 
Rosolsaure (R) wird elektrokinetisch in zwei Franktionen (R1 und R2) getrennt. Die 
elektrophoretische Beweglichkeit der beidein Franktionen ist bedeutend grosser als 
ihre elektrochromatographischen Beweglichkeiten. 
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B. Zweidimensionale elektrochromatographische Trennung von Farbstoffen 
Dieselbe Mischung von Farbstoffen wurde unter gleichen Bedingungen zwei

dim~nsional elektrochromatographisch getrennt (Abb. 8.). 
Die Dauer des Versuches war 3,5 Stunden. Alle sieben Komponenten wurden 

vollkommen getrennt, obwohl die chromatograiphische 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 Elektrophore·se 
unterworfen. Das Filtrierpapier war Whatman No. 1, d ie Zeit zwischen Eingang 
und Ausgang des Serums war 7 Stunden, die Stromspannung 300 Volt, die Strom
starke 12 mA. Als Eleldrolyt wurde eine Na-Veronal-NarAcetat-HCl-PufferlOsung 
vom pH = 3,6 und lonenstii.rke 0,0241 verwendet. Die Zusammensetzung der 
PufferlOsung war: 

Na-Verona! 
Na-Acetat . ~·H20 
lN HCl 

33,750 g 
27,000 g 

22,9 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, Stromstarke 12 mA, 

Veronalpuffer pH = 8,6, Ionenstarke • µ ,;, 0,0241. 

Von rechts nach links: Albumin, a1-Globulin, «2-Globulin, (3-Globulin, und y-Globulin. 
SI. 9. Kontinuirana elektroforeza nedializiranog ljudskog seruma (µ-plasmocytom). Podaci: 
Papir Whatman br. 1., napon 300 V, jakost struje 12 mA, veronalpufer pH= ·8,6, ionska 

jakost µ = 0,0241. 
Od desna na lijevo: albumin, a1-globulin, ?-2-globulin, /3-globulin, i y-globulin. 

Die von uns beschriebene Fii.rbungsmethode mit Amidoschwarz37, 38 wurde filr 
diesen Zweck etwas vereinfacht, da die photometrische Reproduzierbarkei t filr die 
Abbildung der Bahnen einzelner Serumeiweissfraktionen ilberflilssig ist. Nach 
Beendigung des Versuches wurde das lufttrockene Filtrierpapier bei 1050C getrocknet, 
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m it Methanol besprtiht, und wieder bei 105DC getrocknet. Darauf wurde es gleich
m assig mit Farbliisung besprtiht (1 Gramm Farbstoff in 100 ccm 100/o-iger Essigsaure) 
und bei cca 70--80DC getrock.net. Dann wurde der uberfltissige Farbstoff in einer 
photographischen Wanne mit 50/o-iger Essigsii.ure bei W--800C vom Papier abge
waschen. Zurn Schluss wurde das Filtrierpapier an der Luft getrocknet. 

Da die Eiweissteilchen eine geringe elektrophoretische Beweglichkeit haben, 
erfahren alle Kompon enten eine apparente Geschwindigkeits-Verzogerung in der· 
horizontalen Richtung, und alle Bahnen sind nach innen gekrtimmt. 
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IZVOD 

Prilog upoznavanju elektroforeze na filtarskom papiru metodom vlazne komore. IV. 
· Kontinuirana elektroforeza i dvodimenzionalna elektrokromatografija 

z. Puear 

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

1) Filtarski se papir moze, s pomocu posebnog uredaja, s vanjske strane 
aparature napinjati i centrirati, i to u svako doba i bez prekidanja elektroforeze. 
Zbog toga je moguce papir montirati u aparaturu u suhom stanju, te ga definitivno 
napeti tek posto se pufer jednolicno kapilarno navlazio otopinom. 

2) Pomocu metaJnih jarmova sa spuzvastom gumom i s pomocu randriranih 
matica lako je papir jednolicno napre5ati uz elektrodrie Zljebove. 

3) Prilikom monta·ze i demontaze filtarskog papira ravnina papira postaje pri
stupacna za rulrovainje jednostavnim skidanjem gornjeg poklopca i izvlacenjem 
prednje staklene stijene. 

4) Ako se staklena stijena prilikom ponovnog uvlacenja okrene oko vertikale 
za 180D, padaju cetiri od pet postojecih otvora za dovodenje supstance na nova 
mjesta na filtarskom papiru, pa se tako sups.tan.ea moze dovoditi na devet mjesta 
duz sirine filtarskog papira. Time se i bez promjene polariteta struje moze naci 
najpovoljnije ulazno mjes.to za supstancu. 

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

6) Mogu se upotrebljavati i mehanicki neotporne vrste filtarskog papira, jer ne 
postoji opasnost ostecenja toga papira prilikom montaiZe i demontaze. 

7) Prilikom mijenjanja filtarskog papira otpada namjestanje dovodnih cijevi 
za pufer-otopinu, jer papir nije montiran na posebnom okviru, koji se naknadno 
ulaze u vlaznu komoru, nego je papir neposredno ucvrscen u vlainoj komori. 

U teoretskom dijelu razradeni su osnovi kontinuirane i diskontinuirane separa
cij.e, i to s pomo.eu potanje analize horizontalne ili elektroforetske i vertikalne ili 
kromatografske komponente. Sastavljen je tablieni 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 izrafaja. U poglavliu. o terminologiji raspr.avlja se o pojediinm nazivima 
za elektromi.gracione procese, a nar·ocito je istaknuta razlika izmedu dv·odimenzio
nalnih (ili visedimenzionalnih) procesa i dvosmjernih (ili viSesmjernih) tehnika. 

U eksperimentalnom dijelu opisano je kontinuirano elektroforetsko i dvo
dimenzionalno elektrokromatogra.fako razdvajanje smjese boja, koja se sastojala od: 
tropeolina 0 , fluoresceina, klorfenolnog crvenila, rozolne kiseline, krisoidina Y i 
nitranilina. Opisano je i kontinuirano elektroforetsko razdvajanje serumskih bjelan
cevina .. Za separ.aciju bjelancevina uzet je nedijalizirani ljudski serum (y-plasmo
cytom). 
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