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106. Qualitative und quantitative Mikroanalyse 
von Sauregemischen durch Elektrophorese in pH-Gradienten') 

von Ernst Schumacher und Tobias Studer 
Herrn Prof. G. SCHWaRZENBACH zum 60 Geburtstag 

(9. 111. 64) 

1. Grundlagen. -- I. I) Vor kurzem hat der eine von uns die Theorie der elektrophore- 
tischen Ionenfokussierung in pH-pL-Gradienten ausgearbeitet [l] 2). Danach ist zur 
optimalen Trennung eines Gemisches aus N Komponenten von Metallionen eine min- 
destens N Stufen enthaltende, von der Anode zur Kathode ansteigende pH-Vertei- 
lung herzustellen. Die aufeinanderfolgenden pH-pL- Stufen sind nach Ausgangs- 
niveau und Hohe so einzurichten, dass jede Stufe Fokusort einer und nur einer Kom- 
ponente des Gemisches wird. Die Plateaulange zwischen den Stufen ist ein freier 
Parameter, der im Prinzip beliebige raumliche Verschiebungen zwischen den fokus- 
sierten Metallionen zulasst. 

Zur bestmoglichen Trennung etwa der Seltenen Erden [ Z ]  oder der Transpluto- 
nium-Elemente [3]  mussen zehn oder mehr pH-pL-Stufen in einer definierten Trep- 
penfunktion zur Verfugung stehen. Verlangt man, dass ein derartiges System einen 
stationaren Zustand mit Regulationsvermogen darstellt, also selbststabilisierend ist, 
so muss es durch den Stromfluss erzeugt und aufrechterhalten werden. Ein vollsthdig 
stabiler pH-Gradient ist ein tnaturlicher pH-Gradient )), in dem bei stationber Elek- 
trolyse an jedem Punkt der Elektrophoreseapparatur die Konzentrationen aller vor- 
handenen Partikeln konstant bleiben (die Summe des Transports im elektrischen Feld 
und durch Diffusion verschwindet genau). SVENSSON hat die Bedingungen zur Her- 
stellung naturlicher pH-Gradienten untersucht [4]. Danach ist es nicht moglich, die 
von uns gewunschte optimale pH-Verteilung als natiirlichen pH-Gradienten zu reali- 
sieren3). Die Theorie der (( wandernden Grenzen)) (moving boundaries) [5] ergibt jedoch 
eine einfache Realisierungsmoglichkeit eines Systems mit praktisch beliebig vielen 
sich selbst scharfenden (autogenen) pH-Stufen. Im stationaren Zustand bewegt sich 
dieses System gleichformig und mit zeitunabhangiger pH-Verteilung anodenwarts. 

1.2) Gegeben sei das elektrophoretische System der Fig. 1. 

.- ~ 

Anodenraum i t  Trennraum -+i Kathodenraum 

Fig. 1. Schema des elektrophoretischen Ausgangssystems 

l) Uber elektrophorctische Ionenfokussierung, XIII. Mitteilung, auszugsweise vorgetragen am 
22. Februar 1964 an der Winterversammlung der Schweizerischen Chcmischen Gesellschaft in 
Freiburg. 

z, Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 967. 
3, Natiirliche pH-Gradienten werden durch Ampholyte erzeugt. Die Ampholyt-Verteilungskurven 

gehen kontinuierlich ineinander iiber, so dass keine scharfen pH-Stufen auftreten. vgl. die 
ausfiihrliche Theorie [I]. 
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A, bis A,, sind Molekelsauren, deren pK-Werte in der Reihenfolge pK, < pK, 
< . . . < pK, ansteigen. Die Elektrodenraume seien vom Trennraum so weit entfernt, 
dass die darin ablaufenden elektrochemischen Vorgange keinen Einfluss auf das Ge- 
schehen im Trennraum haben. 

Bei Stromdurchgang wandern alle Komponenten A, anodenwarts. Die Beweglich- 
keit jedes Ionenbestandteils A, (ion constituent [6 ] )  betragt : 

U,- Ueweglichkeit des Ionenbestandtcils i im C' * inheitsleld. 
ui- 
xi Protolysengrad der Saure Al. 

Beweglichkeit des Anions At- (korrespondierende Base zu Ai). 

Setzen wir zunachst voraus, dass die u;-Werte aller Komponenten A, bis A,,-l 
nahezu gleich sind. Dann wandern die Komponenten A, umso schneller, ie grosser der 
Protolysengrad xi. Dadurch entsteht eine Trennung der Ai in der Reihenfolge zu- 
nehmender pK-Werte in der Richtung des elektrischen Feldes, also A,, A,, . , . Ai, 
. . . A,. Nach einer fur das System charakteristischen Zeit (vgl. unten) bilden sich im 
allgemeinen n Phasen aus, die nur je eine Komponente Ai enthalten und deren Pha- 
sengrenzen mit gleich grosser und, bei konstanter Stromdichte, mit gleichformiger 
Geschwindigkeit zur Anode wandern. In  der Phase i ist die Uberfuhrungszahl der 
Komponente Ai 

Ui- - ._ Ui - T.- = . ~. ~ ui %La- 
ud++ ui- E i  U i + + U i  ui- ui++uz- 

Ti- IJberfiihrungszahl des Ionenbestandtcils i .  
ud+ Beweglichkcit des Gegenions H,O +. 

Nach KOHLRAUSCH [5] gilt fur die beharrliche Funktion: 

0 =? (2) = Konst. fiir jedcn Ort dcr Elektrophorcseapparatur (3) 

Die Konst. hat den gleichen Wert fur alle Orte auf der einen Seite der stationaren 
Grenze. 

j Ionenbestandteil. 
Cj Konzentration des Ionenbestandteils j .  
U j  Beweglichkeit des Ionenbcstandteils j. 

Die Summe ist iiber alle Ionenbestandteile des Elektrolyts zu erstrecken. Daraus 
folgt : - 

C,/q: = Konst. (4) 
Da &- von M, unabhangig ist, entsteht in jeder Phase eine nur von u;, nicht aber 

vom pK-Wert abhangige Konzentration der Saure A,. Die Zonenlange der Phase i ist 
somit der Molzahl der Saure A, proportional und wegen (4) ausserdem der Konzen- 
tration der Saure A, umgekehrt proportional. 

Die Gleichungen (1) und (3) sowie dic Aussagen des vorhergchenden .4bschnittes sind nur 
richtig, wenn die Beweglichkeiten u unabhangig von der Konzentration der Elektrolyte sind. 
Wenn a nicht sehr klein gegen 1 ist, muss der Einfluss der interionischen Wechselwirkungen 
fur eine exaktere Behandlung durch die Verwendung relativer Beweglichkeiten eliminiert werden 
(DOLE; DISMUKES & ALBERTY [5]). In der fur die folgenden Anwendungen allein wichtigen 
Gleichung (4) gehen die Beweglichkeiten der einzelnen Ionen in die Oberfiihrungszahl Ti- ein, 
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die von c( unabhangig ist und nur VerhLltnisse von Reweglichkeiten enthalt. Somit bleibt (4) 
auch bei hoheren Ionenstarken fur einprotonige Molekelsauren giiltig. Bei mehrprotonigen Sauren 
wird die zweite Protolysenstufe bei grosserer Verdunnung u. U. wichtig und leistet dann ebenfalls 
einen Beitrag zu Zi. Die Beweglichkeiten der aufeinanderfolgenden Deprotonierungsprodukte 
sind im allgemeinen keine beobachtbaren Grossen, so dass die Beweglichkeit des Ionenbestand- 
teils i, also Ui-, als f(C,-) experimentell ermittelt werden muss. Ti- mehrprotoniger Sauren kann 
cine geringe Abhangigkeit von Ci aufweisen, was aber zu keinen Komplikationen fiihrt, s. u .  

Die Phasengrenzen sind autogen, wenn C&l < V,- ist [5] ; bei u~~ = u; muss also 
< mi oder pKi+l > pKi sein, wie vorausgesetzt. Die Phasengrenze fdlt einerseits 

mit einem ((Sprung)) der elektrischen Feldstarke zusammen. Dieser ist gerade so gross, 
dass die Teilchen bei kleinerem l&l genau gleich schnell wandern wie die Teil- 
chen Ai. Andererseits ist die Phasengrenze auch der Ort einer pH-Stufe. Wenn = 

u;, so gilt ci+l = Ci = C ,  und 
- -  

1 
A pH = pHi +1- pHi log--'-- = - - d pK 

xi+l 2 
in der Naherung OL < 1. 

Falls usl # u;, so konnen folgende Komplikationen auftreten: 

1. qF1 = q.-, d. h. ai+l ~ i + ~  = tli 2 1 ; .  ' 

Die Komponenten Ai und 
phase, deren Zonenlange der Summe der beiden Molzahlen proportional ist. 

werden nicht unterschieden und bilden eine Misch- 

2. czi+l < ui aber > u i ,  so dass V,+l > q-. 
Da der Index i der Komponenten Ai in der Reihenfolge zunehmender pK-Werte ge- 
ordnet ist, bedeutet dies eine Umkehrung der Zonenreihenfolge . . . i - l, i + l, i, i + 2 
. . . Die Werte us: liegen aber fur eine grosse Zahl von Sauren innerhalb von (3-4) . 
lo-* [cm2V-l s-l]. Umkehrungen sind deshalb nur bei sehr kleinen ApK zu erwarten. 
Sie sind fur die Anwendung bei der Ionenfokussierung zudem bedeutungslos. 

Zur Beurteilung des (( Auflosungsvermogens )) muss die Theorie der Phasengrenzen 
entwickelt werden. Dies sei fur die ausfuhrliche Arbeit [l] vorbehalten. Unten wird 
gezeigt, dass ApK = 0,02 noch trennbare Saurezonen ergibt. 

Fur die charakteristische Einstellzeit des Systems sind bei gegebener Stromdichte 
Zahl und Lange der entstehenden Phasen sowie deren AUi,-Werte massgebend. Die 
Entmischung des Paares i, k mit dem kleinsten d U ist zeitbestimmend, vgl. [l]. 

2. Qualitative und quantitative Analyse von Sauregemischen. - 2.1) Die oben 
entwickelten Grundlagen haben wir im Fall der qualitativen und quantitativen Ana- 
lyse von Sauregemischen, die ja in verschiedenen Gebieten der Forschung und der 
angewandten Chemie ein Problem ist, experimentell gepruft. Durch Aufnahme von 
Titrationskurven kann man in Losungen < 1 0 - 2 ~  Puffergebiete nur zuverlassig 
unterscheiden, wenn sie um mehr als 2 pH-Einheiten auseinander liegen. Eine vor- 
gkgige Trennung an Anionentauschersaulen hat selbst bei Verwendung sorgfaltiger 
Gradientenelution ein Auflosungsvermogen, das 0,5 pK-Einheiten kaum iibertrifft. 
Eine eigentliche Mikromethode fehlt. Die oben beschriebene elektrophoretische Tren- 
nung eines Sauregemisches als System stationar wandernder Grenzen durfte fur diese 
Probleme eine einfache Losung darstellen. 
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l’ragt man ein Sauregemisch zwischen einer 0,Ol bis O,ZM HC1-Anodenlosung und 
einer 0,02 bis 0,5 M Na-Acetat-Kathodenlosung auf einen Papierstreifen in unserer 
Apparatur fur Ionenfokussierung [2]  4, auf, so wird das oben angenommene elektro- 
plioretische System mit A, = H,O+; A, - An-l: Analysengemisch; A, = HAc reali- 
siert. Nach Stromdurchgang bilden sich die folgenden Zonen aus (Fig. 2 )  : 

Stationare Grenze 

Fig. 2. Schema der durch Elektrophorese enlslehenden Saurezonen 

Die Zonenkonzentrationen betragen : 

Die Zonenliingen sind mit der Menge mi verkniipft : 

mi Molzshl dcr Komponente i .  
a Querschnitt dcr Flussigkcitssaule des feuchtcn Papierstreifens. 

Nach Eichung von a, oder genauer des Ausdrucks B:  

mit einer bekannten Menge mi erfolgt die Bestimmung von unbekannten mi in einem 
Analysengemisch durch Ausmessen der Zonenlange li. 

Das entstehende Trennmuster ist iibrigens genau gleich, auch wenn statt der 
Sauren deren korrespondierende Basen, etwa als Na+-Salze, aufgetragen werden. 

Die Reilienfolge der Saurezonen ergibt die qualitative Analyse, da automatisch 
eine Ordnung nach steigendem pK-Wert eintritt (mit Ausnahme der Moglichkeit 
einer Umkehr benachbarter Sauren, wenn dpK sehr klein ist). Zur Sichtbarmachung 
der Zonen eignet sich ammoniakalische Silbernitratlosung. Nach Bespriihen des ge- 
trockneten Streifens mit diesem Reagens exponiert man ihn einige Minuten am Son- 
nenlicht und bewahrt ihn dann im Dunkeln auf. Hierbei nehmen die Zonen in einigen 
Std. verschieden intensive grau bis braunrote Tone an, so dass sie leicht unterscheid- 
bar sind und ausgemessen werden konnen. Etwas weniger vielseitig, aber rascher 
sichtbar, ist die Entwicklung der Zonen mit schwefelsaurer Permanganatlosung. 

Fig. 3 zeigt das Trennmuster eines Zehnkomponentengemisches unter den Be- 
dingungen und Daten der Tabelle. 

2.2) Prufung der Konstanz der Zonenlangen bei gegebener Menge einer Komponente: 
10 pl einer O,ZM Ameisensaure werden nach den Bedingungen der Fig. 3 bei 4 mA 
untersucht. In 3 min entsteht eine 5 ,O  mm breite Zone, die nach 10 bzw. 20 min un- 
verandert bleibt. 

*) Diese Apparatur liefert die Firma METROHM A.G., Herisau. 
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0 5 10cm 
L I I I I I I l I . 1  

Fig. 3. Zwei  Elektropherogramme des gleichen 10-Sauren-Gemisches 
Die Numerierung dcr Zonen stimmt mit derjenigen der Tabelle iibercin. Auf der schwarz-weissen 
Wiedergabe sind cinige Zonengrenzeu, die stark verschiedene Farbtonungen trennen, weniger 
cleutlich sichtbar als in Wirklichkeit. Die Figur ist ein Beispiel fur die Reproduzierbarkeit des 

Trennmusters. 

Identifizierung und Daten der auf dem Elektrofiherograawn der Fig.  3 getrennten Siluren 

A, 0 , 0 2 5 ~  HC1 
Kathodenlosung 0 , 4 3 ~  {Na@CH,COO@} 
Stromstarke 3 mA (stabilisiert) 
Zeit 10 min 
Fliissigkeitsquerschnitt 1,23 . cm2 
Stromdichte 0,244 [A ~ r n - ~ ]  
Mengen jc 0,2 fiblo1 

Nr. 

HCl 

PK a yo pH der Zone 
(berechnet unter dcr Annahme 
ui- = lionst.) 

100 1,60 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

Trifluoressigsaure 
Dichloressigsaure 
Maleinsaure 
Phosphorsaurc 
Chloressigsaure 
Weinsaure 
Citronensaure 
Ameisensaurc 
Milchsaure 
Ascorbinsaure 

0,33 96 1.62 
1 , 3  73 1,74 
1,9 49 1.91 
2,13 42 1,99 
2,85 21 2,28 
3,04 17 2,36 
3.14 14 2,44 
3.77 7,9 2,70 
3,86 7,1 2,75 
4,10 5,6 2,85 

Essigsaure 4,76 2,6 3,18 

2.3) Linearitat zwischen Saurerneqge und Zonenbreite: Je 5 p1 von Ameisensaure- 
losung verschiedener Konzentrationen werden bei 3 mA 10 bis 30 min lang wie unter 
2.2) der Elektrophorese unterworfen. Fig. 4 zeigt den gefundenen Zusammenhang 
zwischen Zonenbreite und Molzahl, der die Theorie bestatigt. Die Beziehung wurde 
mit analogem Resultat bei Oxalsaure (zweiprotonig !), Chloressigsaure, Milchsaure 
und Ascorbinsaure 5, verifiziert. Sie bleibt auch giiltig, wenn z.B. die Ameisensaure- 

5 )  Wir danken Herrn Dr. med. CHR. SCHLATTER fur die sorgfaltige Ausfuhrung einer Versuchs- 
reihe mit Ascorbinsaurc. 

61 
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Fig. 4. Die Zonenbreite ist proportional der aufgetragenen Molmenge einer Saure (Ameisensaure) 

menge im Gemisch mit Maleinsaure, Phosphorsaure, Monochlor-, Dichloressigsaure 
und Milchsaiure variiert wird. 

2.4) Proportionalitat zmischen Zonenlange und reziproker Konzentration der Anoden- 
siiure: 5 p1 von 0,4 M Ameisensaure werden bei verschiedenen HC1-Konzentrationen 
in der Anodenlosung wie unter 2.3) untersucht. Fig. 5 bestatigt den erwarteten line- 
aren Zusammenhang. 

rnrn Abhangigkeit der Zonenbreite der Arneisensaure von der 

+ reziproken HCL - Konzentration 

Fig. 5. Die Zonenldnge einer Saure (Ameisensaure) ist bei gleiciier Molmenge der Konzentration 
der Anodensaure umgekehrt proportional 

2.5) Zum Auflosungsvermogen: Das Paar AmeisensaurelMilchsaure mit einer pK- 
Differenz von 0,lO ergibt nach Fig. 3 eine sehr scharfe Zonengrenze. Zwischen Milch- 
saure mit pK = 3,862 [7] und Glykolsaure rnit pK = 3,882 [7] betragt ApK = 0,02 
(bei ionaler Starke -+ 0; 25'). lop1 einer ~ , Z M  Losung eines 1:l-Gemisches der beiden 
Sauren werden 45 min lang einem Strom von 4 mA unterworfen. Nach Entwicklung 
rnit Silbernitrat und Belichtung kann eine deutliche Trennlinie beobachtet werden. 
Dabei ergibt die Identifizierung anhand der Farbe, dass Milchsaure von den beiden 
das grossere U- besitzt, was mit dem etwas geringeren pK-Wert iibereinstimmt. 

2.6) Grenzen der Methode. - Mikromethode: Bei [A,] = 0,l  M HC1 ergeben z. B. 0,04 
pMol Ascorbinsaure eine Zonenlange von 1 mm auf einern 12 mm breiten Papier- 
streifen. Fur [A,] = 0 , 0 2 5 ~  HC1 und einen 1 mm breiten Papierstreifen tritt eine 
ebenso lange Zone rnit Mol Ascorbinsaure auf. Wegen der Empfindlichkeits- 
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grenze des Nachweises rnit ammoniakalischer Silbernitratlosung liegt die Bestimmungs- 
grenze fur die meisten Sauren zwischen lo-* und 

Mikropraparative Trennungen: Die obere Grenze wird fur [A,] - 0 , 5 ~  HC1 auf 
einem Streifen von 12 mm Breite bei ca. 

Gvenzen der PK-Werte: Bei Sauren rnit pK-Werten wesentlich grosser als 5 sind 
die Trennzeiten stark verlangert. Da die elektrische Feldstarke ungefahr umgekehrt 
proportional dem a-Wert der Zone ansteigt, tritt der grosste Teil des gesamten Span- 
nungsabfalls innerhalb der Zone rnit dem hochsten pK-Wert auf. Dies setzt der An- 
wendung hoherer Spannungen eine Grenze, da die Stromwarme aus den schlechtest- 
leitenden Zonen nicht geniigend wirksam entfernt werden kann, was zu teilweisem 
Austrocknen und sogar zu Uberschlagen fuhrt. 

Loslichkeit: Das verwendete CC1,-Kiihlbad [2] fur den Elektrophoresestreifen ist 
fur die rasche Saureanalyse unentbehrlich. Ohne Kiihlbad musste die Stromdichte 
etwa um den Faktor 10 reduziert werden. Hohere Fettsauren oder aromatische Sauren 
sind in CCl, besser loslich als in Wasser, sie werden also aus dem Papierstreifen ins 
Kiihlbad eluiert. In solchen Fallen muss CC1, durch Fluorkohlenstoff-Verbindungen 
ersetzt werden. 

Mengenverhaltnisse und Spwenanalyse:  Nach Gleichung (4a) bildet sich fur jede 
Saure unabhangig von ihrer Gesamtmenge eine stationare Konzentration ci aus, 
welche durch die HC1-Konzentration der Anodenlosung festgelegt ist. G1. (4a) ver- 
liert aber ihre Giiltigkeit, wenn die Zonenlange einer seltenen Komponente i kleiner 
wird als die Diffusivitat der Grenzschicht zwischen den Komponenten i-1 und i+l. 
Dann kann die stationare Konzentration ci nicht erreicht werden. In diesem Fall 
versucht man durch Vermindern der HC1-Konzentration bis gegen 1 0 - 3 ~  die Bedin- 
gungen der G1. (4a) zu erreichen. Jedenfalls kann man rnit diesem Mittel Mengenver- 
haltnisse von der Grosse 1 :lo00 iiberbrucken. Die haufigen Komponenten werden mit 
z.B. 1 M HC1-Anodenkonzentration ausgemessen ; Spuren, evtl. Verunreinigungen von 
Hauptkomponenten, ergeben bei l o - 3 ~  HC1 gut entwickelte Zonen, wahrend sich 
unter diesen Bedingungen die Zonen der haufigen Komponenten uber den Trenn- 
streifen hinausdehnen. Schliesslich wird die Minimalmenge durch die Nachweisgrenze 
(s. oben) festgelegt. Wir haben diese Zusammenhange mit EDTA-2-[14C] gepruft. 

Aminosauren: Sauren mit isoelektrischen Punkten konnen zwar innerhalb des 
durch andere Sauren entstandenen pH-Gradienten fokussiert werden. Die Grundlagen 
der quantitativen Bestimmung, also G1. (4a), gelten jedoch fur fokussierbare, also 
isoelektrische Punkte besitzende Elektrolyte nicht. Derartige Systeme gehorchen den 
Gesetzen der Ionenfokussierung [l] , welche ganz andere Konzentrationsverteilungen 
bewirken als diejenigen nach G1. (4a). Hingegen dienen Systeme aufeinanderfolgender 
Saurezonen als Trager fur die optimale Ausbildung von isoelektrischen Spektren von 
2.B. Aminosauren und Metall-Metallkomplex-Systemen wie eingangs erlautert. 

3. Anwendungen. - 3.1) Organische Analyse: Neben der Analyse von Saurege- 
mischen in Fruchtsaften, in physiologischen Flussigkeiten und a.m. durfte die Me- 
thode fur die Bediirfnisse der organischen Mikroanalyse und Konstitutionsermittlung 
brauchbar sein. C-Methyl-, Acetyl-, Benzoyl-Bestimmungen nach KUHN-ROTH, sowie 
Sauregemisch-Analysen nach oxydativen Abbau-Reaktionen konnen an 
Mikromol ausgefuhrt werden, Mengen, die normalerweise der Titration nicht mehr zu- 
ganglich sind. 

Mol. 

Mol/Komponente erreicht. 

bis 
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3.2) Anorganische Analyse: Fur die Analyse der Anionen eignet sich diese Methode 
dann, wenn stabile neutrale Protonierungsprodukte in verdiinnter Losung existieren, 
z.B. bei N3-, SCN-, PO,3-, P,0G4-, F- u.a.m. Neutrale Hydrogenkomplexe rnit ED- 
TA, NTA und anderen Chelat-Liganden verhalten sich wie die friiher beschriebenen 
Beispiele. Die oft nur ungenau bekannten pKH-Werte lassen sich durch Eingrenzen 
der Zonen zwischen solche von Sauren mit gut gemessenen pK-Werten auf & 0,05 
pK-Einheiten genau ermitteln. 

3.3) Basenanalyse: Eine analoge Mikroanalyse von Rasengemiscben ist auf Molekel- 
basen beschrankt, die wasserloslich sein und pK, < 6 aufweisen miissen. Dazu zahlen 
NH, und seine Derivate, z.B. NH,NH,, RNH,, R,R,NH, R,R,RBN und einige cyc- 
lische N-Basen. Das elektrophoretische Ausgangssystem ist dann z.R. 

Anode I 0,1111 NH,+ I Basengemisch 1 0 , l ~  KOH [ Kathode 

Aromatische Amine, etwa Nitroaniline, sind zu schlecht wasserloslich oder werden 
vom Kiihlbad eluiert. Mit Losungsmittelgemischen auf dem Elektrophoresestreifen 
haben wir noch keine Erfahrungen. 

Experimentelle Erganzungen 
zur Ausfuhrung der Mikrobestimmung von Sauregemischen 

1. Vorbereitung der Proben: Fur die Elektrophorese muss eine wasserige LKsung des Saure- 
geniisches vorbcrcitct werden. Die Konzentration richtet sich nach den hIolmengen und Mengen- 
vcrhaltnisscn. Ein Trennmustx von ca. 5 cm Lange ist empfehlenswert; es reicht zur Ermitt- 
lung von 6-10 Komponenten bei h2engenverhaltnissen von 1 : 1 bis 1 : 10 (zwischen den seltensten 
und den haufigsten Komponenten) aus und entspricht auf dem unten angcgebenen Papier- 
material ca. 50 p l  Fliissigkeitsvolumen. Die Konzentrationen der Zonen im stationaren Zustand 
sind etwa 10% kleiner als diejenige der Anodenlosung. 5 p1 einer Losung, die 0,lh.r (Total-)Kon- 
zentration dcr Probe aufweist, ergibt bei 0 , O l ~  HC1- Anodenlosung also die gewiinschte Lange 
des Trcnnmusters von ca. 5 cm. Das gleiche Ergebnis wird mit 50 pl einer 0 , O l ~  Probenlosung 
erhaltcn; doch ist es zweckmassig, nur 5 bis 10 pl aufzutragcn. Man dunstet also die 0 , O l ~  Saure- 
losung unter der 1R.-Lampe auf etwa lil0 ein (im Fallc fliichtigcr Sauren nach vorheriger Neutrali- 
sation rnit NaOH) oder verwendct cine 0 , 0 0 1 ~  HC1-Anodcnlosung und 5 ,ul dcr ursprunglichen 
Probe. Das letztere Verfahrcn liefcrt ctwas wcnigcr scharfc Zonen als das crstc. 

Die Anwesenheit von Nichtclektrolyten, von Salzen oder 1\Iolekelbdsen im Probenmatcrial 
ist zwar unschadlich, griissere Konzentrationen von Inert-Salzen (z. 13. Alkali-halogenide, -sulfate 
u.  a. in.) vcrztjgern abar die Einstellvorgange des Trennmusters. Hingegen ist es gleichgultig, 01) 
die Sauren oder ihre Alkalisalze. auch zusammen snit etwas iiberschiissigem NaOH oder NaHCO,, 
vcrwendet werden. 

2. Vorbeveitung des Elektroflherogranzms: Normalerwcise wird ein 12 mm breiter Filterpapier- 
strcifen, z. B. SCHLEICHER & SCHUELL Nr. 2043a oder b (auf Rollen von 10 m Band kaui’lich), 
vcrwendet [Z]. Fur die Erfassung geringster Spuren Mol) schneidet man 1 mm breite Streifen 
aus. Der trockene Streifen wird auf dem Kunststoffbugel der Ionenfokussierapparatur [Zj 4, 

montiert. Darauf tragt man rnit Mikropipette und Injektionsspritze (nach dem Vorgehen in der 
radiochemischcn Praxis, crhaltlich als ((Lambda-Pette Controla bei RESEARCH SPECIALTIES Co., 
200 South Garrard Blvd., Richmond, California) genau 5 p1 oder 10 pl der Probe in einem Strich 
quer iiber den Streifen derart auf, dass eine rechteckige feuchte Zone entsteht. L)er Auftragungs- 
ort wird zweckmassig naher der Kathodcnscitc gewahlt, da sich das Trcnnmuster anodenwarts 
entwickelt. Jctzt werden rnit Wattebauschchen (9-Tips) die Anoden- und Eathoden-Losungcn 
zuerst an clcn Haltern und dann von den Enden des Streifens her bis ungefahr 2 cm an die Probe 
heran gleichmassig appliziert. Dann steckt man den Bugel in dic Vertiefungen im Tetrachlor- 
kohlenstoff-Kiihlbad, driickt die Papierenden schwach an die Papierbrucken zu den Elektroden- 
raumen und wartet einige Minuten, bis die wdsserigen Losungen unter dem CC1, zusammen- 
gcflosscn sind. Die gleichmassigsten Zonen erhalt man dann, wenn die Probe mit miiglichst 
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rechteckiger Begrenzung genau in die Mitte des Streifens aufgetragen wird und die Elelrtroden- 
raumlosungen nur spontan durch Kapillaritat in den im Kuhlbad eingetauchten Streifen uber 
die Papierbriicken eindringen. Dieses Verfahren erfordert jedoch eine Vorbereitungszeit von ca. 
20 Min. Die Papierbriicken sind dreifachgenommene, 2 cm breite Streifen aus aschefreiem Filter- 
papier, welche an die Querwande der Kuhlbadkammer durch Kunststoffbiigel angedriickt werden. 

Die normale Ionenfoku~sierapparatur~) enthalt drei parallele Trennsysteme, die man zweck- 
massig auf der Anodenseite mit 0,25;  0,05; 0,01111 HC1 und auf der Kathodenseite mit 0,l bis 
0 , 4 ~  Na-Acetat fiillt. Die Konzentration der Kathodenlosung ist ohne jeden Einfluss auf das 
Trennmuster. 

Gewohnliche kommerzielle Elektrophoreseapparaturen sind fur die hier mitgeteilte Anwen- 
dung nicht geeignet. Es ist eine wichtige Voraussetzung fur den Erfolg, dass der Papierstreifen 
in einem fliissigen Kuhlbad liegt. Die sonst notwendige Reduktion dcr Stromdichte und damit 
dcr Feldstarke um mindestens cincn Faktor 10 crzcugt bcsondcrs bei den schlechterleitenden 
Zoncn diffuse Grenzen und erfordert statt 5-20 Min. 2 bis 4 Std. fur eine Analyse. Die drei Kam- 
mern des Apparates4) konnen gleichzeitig beniitzt werden, vgl. aber 6. 

3. EZektvophovese: Fur reproduzierbares Arbeiten (vgl. Fig. 3) halt man zweckmassig den 
Strom konstant. Da der elektrische Widerstand des Streifens wahrend der Ausbildung des Trenn- 
musters ctwa um den Faktor 10 ansteigt, ist eine erhebliche Spannungsreserve notig. Ein zweck- 
miksigcs Speisegcrat fur diese Anwendung fehlt nach unseren Erkundigungen im Handel, so dass 
das Schaltschema unter 6. wiedergegeben ist. 

Die Stromstarke wird zwischen 3 und 6 mA fest eingestellt. Werte bis etwa 10 mA sind zu- 
lassig, wenn das F'robensystem nur stiixkere Sauren, z. B. pK < 3,5, enthalt und die Anoden- 
losung 0 . 2 5 ~  an HCI ist. Wie Fig, 3 zeigt, geniigen bei 3 mA und 0 , 0 2 5 ~  HCl 10 Min. fur die 
praktisclie Einstellung des stationaren Zustandes bei einer Ausdehnung der Trennmuster von 
ca. 5 cm. Wird das Muster wesentlich langer oder ist cin Saurepaar mit einer sehr kleinen pK- 
Uifferenz in der Robe vorhanden, so sind bei gleicher Stromstarke 2 bis 3mal grossere Zeiten 
notig. Die Niveaux der Elektrodenraume sollen stets etwas tiefer oder hochstens gleich dem- 
jenigen des CC1,-Kuhlbades sein. Falls sie einige Millimeter hoher sind, fliessen die wassexigen 
Losungen iiber die Papierbrucken in den Kiihlraum. 

4. Trocknen und Entwickeln: Nach beendeter Elektrophorese wircl der Streifen im Biigel in 
horizontaler Lagc iiber einem Fohn getrocknet [2]. Nach Bespriihen mit 0,2 M [Ag(NH,),]NO,- 
Losung wird nochmals gctrocknet, 2-5 Min. am Sonnenlicht exponiert und hierauf 4 Std. im 
Uunkeln belassen. In diescr Zeit nehmen die einzelnen Zonen gut entwickelte Farbnuancen an, 
die nach mehreren Tagen nachdunkeln bis die Unterschiede wieder vcrschwinden. Falls diese 
Methode zu lange dauert, verwendet man ca.0,lN KMnO, als Spriihrcagens. Man beobachtet dann 
in einzelnen Zonen eine allmahliche, mit untcrschicdlicher Geschwindigkeit eintretende Entfar- 
bung, in anderen eine ebenso differenzierte Braunsteinbildung. Neben diesen allgemein anspre- 
chenden Keagentien stehen spezifische Nachwcisreaktionen einzelner Sauren zur Verf iigung, die 
z. B. in der tiipfelanalytisehen Literatur verzeichnet sind. 

5. Weitere Bemerkungen: Hat man keine Schatzung iiber die Totalkonzentration des Proben- 
gemisches, so tragt man 5 oder 10  pl der Probe auf uncl trennt bei einer mittleren Anodenkonzen- 
tration von O , O ~ M  HC1. Werden die Zonen des Trennmusters dabei zu eng, bzw. zu weit, so 
wiederholt man den Versuch bei 0 , O l ~  bzw. 0 , 2 5 ~  HC1 oder noch starker veranderten Anoden- 
losungen. 

Storungen dcs Trennmusters konnen verschiedene Ursachen haben, vgl. [Z]. Kleine Defor- 
mationen, wie sie bei den Ameisensaure- oder Ascorbinsaure-Zonen auf Fig. 3 zu sehen sind, 
riihren z. B. von ungleichmassiger Befeuchtung des Papierstreifens her und konnen nach 2. weit- 
gehend durch das Befeuchtungsverfahren eliminiert werden. Die kathodenwarts liegenden Zonen 
enthalten die schwacheren Sauren, sind also schlechterleitend und haben deshalb bei gleicher 
Stromdichte eine hohere Temperatur und Energiedissipation. Diescr IJmstantl kann Anlass zur 
TJnstabilitat geben : Falls die pK-Unterschiede benachbarter Zonen nur klein sind, kdnnen durch 
die Temperaturerhohung in der schlechterleitenden Zone sowohl die Protolysenkonstante als auch 
u- anwachsen, wodurch zuerst eine diffuse Grenze, nach langerer Elektrophorese sogar die Ten- 
denz zur Umkehrung der Zonen entstehen kann. In solchen Fallen hilft die Kontrolle der Tempe- 
ratur des Kiihlbades, die nicht iiber 30" steigen sollte. Bei Routinegebrauch der Apparatur emp- 
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fiehlt es sich, eine wassergekuhlte Schlange aus Glasrohr in das Kuhlbad zu legen. Die dadurch 
eintretende verstarktc Konvektion des CCl, erlaubt, hohere Stromdichten bei geringercr Stor- 
anfalligkeit einzusetzen. 

6. Stromspezsegerat: Konventionelle Speisegerate fur Elektrophoreseapparaturen sind 
brauchbar, aber nicht zweckmassig. Dic Ausbildung des Trennmusters hangt nicht direkt von 
der angelegten Gleichspannung, sondern von der Stromdichte ab. Falls man die Stromstarke 
festhalt, so entsteht bei gleichcn Befeuchtungsbedingungen dcs Elektrophoresestreifens in einer 
bestimmten Zeit das gleiche Trcnnmuster. Dic Energiedissipation steigt dann im Laufe der Zeit 
an, verteilt sich aber auf eine wachsende Papicroberflaiche, so dass die mittlere Warmeentwick- 
lung/cm2 ungefahr konstant bleibt. Arbeitet man aber, wie das bei der konventionellen Elektro- 
phorcse meist der Fall ist, bei konstanter Spannung, so tritt anfanglich eine exzessive Energie- 
dissipation ein. Die Ausbreitung des Trennmusters ist zuerst schnell und wird immer langsamer. 
Auch die ‘IJnterschiede der Feldstarke, welchc die autogcncn Zonengrenzcn definieren, bleiben 
nur bei fcstgelegter Stromdichte konstant, nicht aber bei Spannungsstabilisation. 

Fig. 6 gibt das Schema des von uns verwendeten Speisegerates wieder. Der Gleichrichter er- 
zeugt ca. 1600 V = und wird mit den Amphenolbuchsen A und B an den Stromstabilisator bei 
A’ bzw. B’ angeschlossen. Die Elektrophoresekammern werden von den Buchsen C und D ge- 
spiesen. Zwischen Primar- und Sekundarwicklung dcs unteren Transformators muss eine Isola- 
tion fur 2 kV angebracht werden. 

Fig. 6. Schema der Elek tvonik.fiir Elektrophorese bei konstantewa Strom und Spannztngen bis 1600 Vol 

Die mit diesem elektronisch sehr einfachen Gerat erzielbare Stromstabilisierung ist vtillig aus- 
reichend fur den Einsatz bei unseren Anwendungcn. Der gewiinschte Strom wird durch die Helipot- 
Einstellung festgelegt. Bei einer Widerstandsanderung um den Faktor 10, wie es bei ausgedehn- 
teren Trcnnmustern der Fall ist, entsteht cine Stromanderung um ca. 10%. Werden zwei oder drei 
Streifen gleichzeitig der Elektrophorese untcrworfen, so sollte der Gesamtstrom 20 mA nicht 
uberschreiten. Wiinscht man ohne die Stromstabilisierung zu arbeiten, so werden der Gleicli- 
richter primarseitig zweckmassig aus einem variabeln Autotransformator gespiesen, der Schalter 
S, nicht betatigt und die Buchsen A’ C’ kurzgeschlossen. 

Es ist darauf zu achten, dass bis zu 1500 V = an cler Elcktrophoresekammer liegenl 
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7.  Optimal conditions for focusing electrophoresis of metalions in pH-pL gra- 
dients require a pH-pL distribution along the paper strip approaching as closely as 
possible a step-function. Such distributions can be realized by a moving boundary 
system of the same number of molecular acids as pH-steps are necessary, developing 
between HC1-anode and Na-acetate-cathode solutions. 

2. The following properties of a moving boundary system of acids are relevant for 
the feasibility of microanalysis: (a) each acid component gives rise to  a zone between 
two moving boundaries; (b) the zones form an ordered set with increasing pK-values 
from anode towards cathode; (c) every zone width is proportional to the mole frac- 
tion of the particular acid in it ; (d) all zone widths are inversely proportional to the 
concentration of the anode solution and independent of the concentration of the 
cathode solution. 

3. By measuring zone widths a quantitative determination of each acid component 
is accomplished; the precision depends on the zone length and amounts to & 3-10%. 
The lower limit of detection with ammoniacal silver nitrate or potassium permanga- 
nate lies between 10-2 and 

4. More than 20 acids have been tried. Examples of a 10-component mixture are 
discussed as well as several applications of the method. 

5. A detailed experimental description is given. 

micromoles. 
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