
278 HELVISIILY CHIMICA XCTA - Volumen 51, Fdsciculus 2 (l9b8) 
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3. Mittcilung [l] 

Zusamunenfussung. Einc Zcntrifugc zur schrittweiscn tiegcnstronivcrteilung ist gcbaut wurdtm, 
mit welcher die Phasentrcnnung nach jedem Verteilungsschritt beschleunigt werden kann. Sie 
eignet sich fur multiplikative \’erteilungen rnit nahezu ltritischcn Phasenpaaren und andern 
Systemen, deren Phasen sich nur langsam trennen. Die Zentrifuge enthalt 40 Verteilclcmcnte 
zu 27 nil und arbcitet voll automatisch auch im Kaltraum. Sie ermijglicht 3 .4rbeitsweisen: 
Schrittweiser Transport der spezifisch leichtercn odcr dcr schwereren Phase, oder alternicrender 
Transport beider Phasen im Gegcnstrom. Ihre Trennscharfe ist geringcr als die eines CRnIc’schcn 
Apparatcs, da sich die ubcrfiihrten Phasenvolumina jcweils in die nachsten Elementc vcrdrangeii. 
Versuche mit einer Koniponente zeigen, dass dic Verteilungen den berechneten Wcrten nahezu 
entsprechen, wcnn pro Verteilungsschritt weniger als 3/4 des Volumens an mobiler Phase in eineni 
Element verschoben werden. Die Trennscharfc eines CRaIc’schen Apparatcs wird mit der Zentri- 
fuge erst nach einer hoheren Schrittzahl erreicht. 

Polyathylenglykol von 2, 30 000 wurdc in Fraktionen verschiedener Viskositat, d. h. ver- 
schiedenen mittleren Molekulargewichts, zerlegt. Ein als einheitlich angesehenes Human-Serum- 
albumin zcigtc einc klcine Nebenkornponente, die auch elektrophoretisch nachzuiveisen mar. 

1. Einleitung. - Die Gegenstroinverteilung eines Substanzgemisches zwischen 
zwei nicht mischbaren Losungsmitteln hat sich fur die Zerlegung der verschiedensten 
Gemische relativ niedermolekularer Verbindungen bewahrt. CRAIG und Mitarbeiter 
haben mit dieser Methode Peptide getrennt [2]. Vereinzelt ist auch die Zerlegung von 
Proteingemischen gelungen, wo geeignete zweiphasige Losungsmittelsysteme gefun- 
den werden konnten [ 3 ] .  Der allgemeinen Anwendung der Gegenstromverteilung zur 
Fraktionierung von Proteinen stehen zwei Schwierigkeiten entgegen : 1. fallt es 
schwer, Phasenpaare zu finden, die Eiweissverbindungen ausreichend losen ohne sie 
zu denaturieren ; 2. ist die Verteilung makromolekularer Verbindungen in einem 
gegebenen Losungsmittelpaar umso einseitiger, je grosser ihr Molekulargewicht ist. 
Da einander ahnliche makromolekulare Verdindungen in der Regel in dieselbe Phase 
gehen, ist ihre Trennung mit Gegenstromverteilung schwierig. 

ALBERTSON [4] verwendet als Phasenpaar die beschrankt mischbaren wassrigen 
Losungen zweier geeigneter hochmolekularen Verbindungen, z. R. Dextran und 
Polyathylenglykol. Solche Phasenpaare enthalten bis zu 98% Wasser und losen 
Proteine gut. Sie trennen sich aber oft nur langsam und die Proteinkoinponenten 
lassen sich schwer wieder isolieren. 

In friiheren Untersuchungen [l] wurde gezeigt, dass sich Phasenpaare von 3 und 
mehr Komponenten, deren Zusammensetzung nahe beim kritischen Punlct liegt, zur 
Verteilung von Proteinen eignen kiinnen. \Venn die Systeme einen holien Wasser- 



HELVETICA CHIMICA h c ~ a  - Volumcn 51, Fasciculus '2 (1968) 279 

gehalt in beiden Schichten aufweisen, losen sie z. B. Seruniproteine in brauchbarer 
Konzentration mit unterschiedliclieni Verteilungskoeffizienten. 

Wenn sich die Phasenzusarnrnensetzung vom kritischen Punkt entfernt, verschiebt 
sicli der Verteilungskoeffizient makromolekularer Verbindungen sehr schnell nach 
extrem hohen oder niederen Werten. Derartige Verbindungen lassen sich deshalb 
noch in nahezu kritischen Systemen fraktionieren, in welclien sich niedermolekulare 
Stoffe ohne Unterschied mit praktisch gleicher Konzentration in beide Phasen ver- 
teilen. Fiir Proteinfraktionierungen eignen sich nur wenige koexistente Phasenpaare 
eines Mehrkornponentensystems. Ihre Auswahl ist einerseits durch die Nahe des 
kritischen Punktes beschrankt, wo wegen der hnlicl-ikeit der beiden Phasen keine 
Differenzierung der geliisten Koinponenten iiiiiglicli ist. Anderseits sinkt die Loslich- 
keit der I'roteine niit zunelimendeni Phasenunterschied rasch ah. 

BROSSTED 1.51 hat gezeigt, dass der Logarithrnus des Verteilungskoeffizienten 
iiiakroniolekularer Verbindungen gleicher Konstitution mit deren Molekulargewicht 
wachst . Die Gegenstromverteilung niuss sicli deshalb auch zur Zerlegung polymer- 
lioniologer Reihen synthetischer Polymerer eignen. In der Literatur sind entspre- 
chende Versuche bereits bekannt [6]. Bei hohen Molekulargewichten wird man hiezu 
Phasenpaare nahe am kritischen Punkt verwenden. 

In der Proteinchemie sind heute eine grosse Zahl selir leistungsfahiger Methoden 
bekannt, mit welclien viele Enzyme und Proteine aus biologischem Material isoliert 
worden sind. Sie trennen meist nach der Molekelgrosse (z. B. Gelchromatographie) 
und Ladung (Elektruphorese, Ionenaustauschchroinatogmphie). Die Gegenstrom- 
verteilung bietet den Vorteil, nicht nur nacli der Molekelgrosse sondern auch nach 
feineren konstitutionellen Unterschieden zu differenzieren. Der entscheidende Para- 
meter ist der Verteilungskoeffizient oder das Verhaltnis der Aktivitatskoeffizienten 
in beiden Phasen. In ihnen kommt die Summe aller Wechselwirkungen zwischen 
gelosten Teilchen und dem Losungsniittel Zuni Ausdruck. Die Gegenstromzerlegung 
lasst sich in weiten Grenzen multiplikativ steigern. Die Verteilung erfolgt in uber- 
sichtlicher Weise, so dass man sie berechnen und aus dem Vergleich von Experiment 
und Rerechnung wichtige Angaben iiber die erzielte Zerlegung eines Gemisches ge- 
winnen kann. 

Die Durchfiilirung multiplikativer Verteilungen von Proteinen in nahezu kri- 
tischen Losungsmittelpaaren ist dadurch wesentlicli erschwert, dass sich die Fliissig- 
keitsscliichten nach der Gleichgewichtseinstellung nur sehr langsam, oft erst nach 
Stunden, entmischen. Um diese Schwierigkeiten zu iiberwinden, haben wir eine viel- 
stufige Gegenstromverteilzentrifuge gebaut, in welcher die Schichtentrennung durch 
Zentrifugiereu beschleunigt wird. In der vorliegenden Arbeit werden ihre Konstruk- 
tion sowie Versuche zur Prufung ihres Wirkungsgrades beschrieben. Uber ihre An- 
wendung zur Fraktionierung von Proteinen sol1 spater bericlitet werden. 

2. Die Verteilzentrifuge. - 2.1. Prinzip. Auf einer senkrechten drehbaren 
Scheibe sitzen zylindrische Glasgefasse radial angeordnet (Fig. 1). Je eine radial innen 
liegende Offnung eines Glases ist mit einer aussen liegenden des nachsten verbunden, 
so dass ein kontinuierliches Leitungssystem entsteht. Die Zu- und Ableitung des 
Leitungssystems fuhren durch die Welle und deren Enden zu den ruhenden Teilen 
der Apparatur. Das System wird vollstandig mit den1 Phasenpaar so gefullt, dass jedes 
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Gefass gleiche Mengen der beiden Fliissigkeiten enthalt. Dreht sich die Sclieibe 
schnell genug, so befindet sich in jedem Element die schwerere Phase aussen, die leich- 
tere innen. Man kann leichte Phase von einem Wellenende her durch die schwere 
Phase im 1.Gefass pressen, wo sie die leichte Phase in das nachste Glas vedrangt. 
Aus jedem Element wird die leichte Flussigkeit durch die schwere Scliicht des folgen- 
den hindurch gedrangt, bis aus dem letzten eine dem eingepumpten Volumen ent- 
sprechende Menge an leichter Phase durch das Wellenende austritt. Sofern die Phasen 
sich dank genugender Zentrifugalkraft sofort entmischen, bleibt das Phasenvolurnen- 
verhaltnis in jedem Gefass wahrend des ganzen Vorgangs unverandert. Analog l a s t  
sich in umgekehrter Riclitung schwere Phase durch die Glaserreihe treiben, wobei sie 
die leichtere Phase durchstromt. - 

Fig. 1. 
Anordnung  der Verteilgefusse auf der 
drehbaren Scheibe, Zu- u n d  Ableitung rlurch 
die Welle.  

Ein Schritt der multiplikativen Verteilung vollzieht sich in 3 Arbeitsgangen : 
1. Mischen der Phasen bei langsamer Drehzahl zur Einstellung des Verteilungsgleich- 
gewichts. 2 .  Zentrifugieren zur Scheidung der Phasen. 3. Einpressen eines Phasen- 
volumens bewegter Phase, wahrend die Drehzahl so weit herabgesetzt ist, dass die 
Schichten gerade noch getrennt bleiben. 

Ein elektrisches Gerat steuert automatiscli die Drehzahl, die Pumpen und einen 
mehrfachen Hahn, der die Leitungen fur jeden Arbeitsgang verbindet oder sperrt, 
und einen Fraktionensammler fur die austretenden Proben. 

Dieses Bauprinzip ermoglicht 2 Arbeitsweisen (Fig. 2a) : 
1. Die Bewegung der leichten Phase allein, wobei die Gemischkoiiiponenten aus 

dem 1. Glas umso schneller durch die Batterie hindurch eluiert werden, je grosser ihr 
Verteilungskoeffizient ist. 
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2. Die Bewegung der schweren Phase allein, wobei die Komponenten mit kleinerem 
Verteilungskoeffizienten schneller verschoben und extrahiert werden. 

Fig. 2 .  Leztungsfzihrwzg f u r  Phasentransport 
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a )  Transport einer Phase 

2a 

2 b  

h) Alternierender Phasentransport 

Phasenreservoir I-Iahnstellung 1 allcs gesperrt 

Fraktionensammler 3 allcs gesperrt 
Batteric auf Zentrifuge 
Hahn 

Pumpe 2 

4 - - - _ _  

Man kann noch eine 3. Arbeitsweise anwenden, wenn fur jede Phase eine Pumpe 
vorgesehen ist (Fig. 2b). Alternierend werden je 1 Volumen schwerere und leichtere 
Phase injiziert, welche die Ratterie in entgegengesetzter Richtung durchlaufen. Im 
Fraktionensammler fangt man abwechselnd schwere bzw. leichte Proben auf. Der 
Hahn arbeitet in 4 Schritten, zwei Arbeits- und zwei Ruhestellungen. Das zu tren- 
nende Gemisch wird in der Mitte der Batterie zugefugt. Komponenten, deren Vertei- 
lungszahl nahe bei 1 liegt, verbleiben am Ort, wahrend die andern umso rascher 
eluiert werden, je einseitiger sie sich auf die Phasen verteilen. 

2 .2 .  Die technische Ausfiihrung (Gesamtansicht vgl. Fig. 3 ) .  40 zylinclrische Glaser sind radial 
auf zwei senkrechten, auf einer Welle sitzenden Scheiben angeordnet. Die Vertcilelemente fassen 
27 & 1 ml. Sie sind mit Polyathylenstopfen mit Gummifullung verschlossen, die ein kurzes und 
ein langes bis zum Boden reichendes rostfreies Stahlrohr von 3,5 mm Durchmesser halten (Fig. 4). 
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Fig. 3 .  Verfeilzentrifuge 
Von links nacli rechts Phasenreservoir, Pumpen, Stcuergcrat davor Fralitioncnsamtnlcr, Verteil- 

zentrifuge links unten zentraler Hahn, rechts -4ntrieb. 

3- I h s  kurze Kohr bildet die oben erwahnte radial innere, clas lange die aussere Off- 
nung. Die Elemente werden in einem Gestell, in welchem sie parallel und scnkrecht 
stehen, gefullt, verschlossen und init l’olyathylenschlauchen verbundcn. Ilanach 
schiebt man j e  20 Glaser vom Gestell an einc Scheibe und befestigt sie mit Feder- 
klammern ohne die Verbindungen zu Ibsen. Die beiden SBtze werden untcreinander 
und mit den Ubergangsstucken an den Wellenendcn verbunden, u d c h e  die Uber- 
fuhrung der Fliissigkeit von den ruhenden zu den drehenden leilen gcwahrleisten. 

An den Wellencnden ragen genau zentrierte Stahlrohre 4 em w i t  heraus, auf 
welche dicht passende Stiicke aus glasfaserverstarktem Teflon aufgestcckt sind. 
Diese sind nur leicht gehaltcn, so dass sie allfilligcn cxzcntrischen Bewegungen der 
Stahlrohre ohne Widerstand folgen, ohne sich mitzudrchcn. Phasenflussigkcit wirkt 
nls  Schmicrmittel. Jhr Verlust ist so gering, dass er nicht ins Gewicht fallt. Die 
Teflonstiickc sind wicder mit Polydthylenschlauch mit dem zentralen Hahn ver- 

Fig 4. Verteilelemeizt 
1 Glas, 2 langcs Kohr, 3 kurzes Rohr, 4 Polvatli~,len-Stop~cn, 5 Gummifullung 

4 
5 

bunden. Alle Leitungen zwischen Apparatcteilen sincl HUS Polyathylenschlauchen hergestellt, 
die ineinander gesteckt werden konncn. Wegen der klciiien innern Durchmcsser von 2-4 mm er- 
wiesen sich diese Verbindungen als geniigend druckfest. 

Als Pumpen diencn Injektionsspritzcn zu 20 ml. Ihre liolbenstangen sitzen auf Zapfen an den 
Enden eines Balkens, der um einen Drehpunkt in der Mitte schwingt. Mit jeder Schwenkung des 
Balkens wird cine Spritze gefullt, die andere cntleert. Der zentrale Hahn verbindet sie abwechselnd 
init dcm Phasenvorrat oder mit der Zentrifuge. Die Einspritzvolumina werden durch den -4us- 
schlag des Balkens uber verstellbare Endschaltcr bestiinmt, welche seinen Antriebmotor steuern. 

Der zentralc Hahn und dic Verbindungen zwischcn den Apparateteilen sind in Fig. 5 schenia- 
tisch dargestcllt. Das Hahnkukken mit Einkerbungen bcsteht ausrostfreieni Stahl, der Mantel 
aus glasfaservcrstarktem Teflon, in welches Stahlrohrchen als AnschluRstutzcn fur die Poly- 
ithylenschlauche eingclassen sind. Iler IIahn besteht aus 2 Scktionen, jedc ausgerustet mit clcn 
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Fig. 5. Verbinduirgen der Verteilzentrifuge 
Transport 1 Phase (Phase 1 : Phasc 2) AF, DF, EB, EC, Alternierender Phasentransport AE, 
DF, EB, FC 
FS Fraktionensammler H Hahn Hahnstellungen H,, H, alles gesperrt 
H, Transport Phase 2, H, Transport Phasc 1 
PI, P, Pumpen fur Phase 1 bzw. 2 
K,, R, Phasenreservoir fur Phase 1 bzw. 2 
S Steuergerat 2 Verteilzentrifuge 

Anschlussen fur die Zu-  und Ableitungen fur eine Pumpe und zuin Fraktionensanimler. Er  dreht 
sich stets in gleicher Richtung, in 4 Schritten pro Umgang. Nach Schritt 1 und 3, mahrend des 
Mischens und Zentrifugierens, sind alle Leitungen gesperrt. Nach Schritt 2 und 4 ist jc eine der 
Spritzen mit dem Phasenvorrat verbunden, die andere rnit dem Einlauf in die Batterie und deren 
,\uslauf mit dem Fraktionensammler. 

Im alternierenden Betrieb fordert die eine Spritze stets die leichte, die andere die schwere 
Phase und die Zufuhr der Phasen zur Batterie erfolgt im Wrechsel van beiden Seiten her. Da an 
jedem Wellenendc nur eine T,eitung zugefuhrt wird, fliesst von der Batterie zum Teflonstutzen 
abwechsclnd leichte und schwere Phase hin und her durch denselben Schlauch. Nach dem Uber- 
gangsstiick teilt sich die Leitung zum Hahn in einen Zweig fur die Zufuhr und einen fur die Ab- 
leitung, dic beide an derselben Hahnscktion angeschlossen werden (Fig. 5, A-E, F-C, IILF, E-B). 

Bei einphasigem Betricb dagcgen gehen diese Zweige zu verschiedcnen Hahnsektionen, weil 
von beiden Pumpen dic Phase stets an dasselbe Wellencnde zu fuhren ist, wahrend die Fraktioncn 
vom andern Ende abwechselnd iiber die beiden Hahnsektionen abfliessen (Fig. 5, A-F, D-F, E-C, 
E-B) . 

Es hat sich bewahrt, alle Leitungen zu schliessen, solange tlic Flussigkeit nicht zirkulieren 
muss. 

Die Scheibe wird durch 3 Motoren init Getriebe auf 800-900 U/min zum Zentriiugieren, auf 
cit. 100 U/min wahrend des Phasentransportes und mit etwa 12 U/min zum Mischen angetrieben. 
Das entspricht 90 und 200 g innen bzw. aussen in den Glasern beim Zentrifugieren und 1,2 bzw. 
2,7 g beini Phasentransport. Die Motoren werden abwechselnd elektromagnetisch an die Vorgelege- 
welle gekuppelt. Die Steucrbefehle hiezu kommen voni zcntralen Gcrat her. Fig. 3 zeigt die ganze 
Anlage. 
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l)a die leichte Phase in jedem Gefass durch die Gegcnphase gefuhrt wird, muss sie den durch 
die Zentrifugierung verursachten hydrostatischen Druck der schweren Phase ubcrwinden, uni in 
die nachste Zelle zu gelangen. Analog muss die transportierte schwere Phase entgegen dcr Zentri- 
fugalkraft durch die inncre Offnung ins folgende Element flicssen. Der Druck, welcher dem Ein- 
pressen einer Phase dadurch entgegensteht, ist proportional dcr Gefasszahl, der Schichthohe der 
Gegenphase in jedem Gefass, dem Phasendichteunterschied und der Zentrifugalbcschleunigung. 
E r  kann auf mehrere ,4tniospharen ansteigen. Fur den Phasentransport muss daher die Drehzahl 
moglichst tief gehalten werden, aber noch so hoch, dass d k  Schichten in jedem Elemcnt getrennt 
bleiben. Wahrend des Zentrifugicrens werden die Glaser von einem durch die rasche Drehung dcr 
Schciben erzcugten Luftstrom aus dem teinperaturkonstanten Raum umspult, in welchcrn die 
Maschine steht, so dass keine Erwarmung der Glaser stattfindet. 

Die Regelung der hrbeitsgange crfolgt vom zentralcn Steuergerat &us. Die Misch- und Zcntri- 
fugierzeiten konncn unabhangig zwischen 1 und 20 Min. gewahlt werden. JXe Dauer des Einspritz- 
vorganges richtet sich nach dem Stromungsdruck und dem Volumen. Jedcr Arbeitsgang kann aucli 
einzeln ausgelost werden. In1 Dauerbetrieb folgt ein Zyklus automatisch dem andern. Ein Zahler 
gibt die Anzahl vollzogener Verteilschritte an. 

In  den gebrauchlichen Gegenstrornverteilapparaten werdcn die Phascnpaare vollstandig 
getrennt bevor die mobilen Phasen ins nachste Element gegcben werden. In  der Verteilzentrifugc 
ware diese Massnahme zu koniplizicrt gewesen. Dadurch, dass sich die einzelnen Portionen beweg- 
ter Phase verdrangen, ist eine Vermischung der vcrdrangten mit dcr nachfolgendcn Flussigkeit 
nicht zu vermeiden. hnteile der in der bewegten Phase gelosten Substanz kiinnen daher zuruck- 
bleiben oder ein Element uberspringen. Diesem Nachtcil kann dadurch begegnct werdcn, dass 
jeweils nur ein Bruchteil (z. B. 3/4) des Phasenvolumens, das sich in einem Gefass befindet, uber- 
gefuhrt wird. Uas ist bei der Einstellung der Vcrteilungszahl, dem Verhaltnis cler ubergefuhrten 
zur verbleibenden Substanzmenge, mit dem Phagenvolunicnverhaltnis zu berucksichtigen. 

Die beschriebene Verteilzentrifuge hat  sich auch in? Kaltraum bei + 1” gut bewahrt, wo meh- 
rerc multiplikative Verteilungen zu uber 200 Schritten ausgefuhrt worden sind. Uie Baumaterialien 
(Glas, Stahl, Polyathylen, Teflon) erwiescn sich als geniigend resistent und quellfest fur Losungs- 
inittelsysteme, die Diathylcarbitol, Tetrahydrofuran, Xlkohol und wenig Chloroform enthielten, 
nicht aber fur solche mit Trichlorathylen. melchcs die (hmmifiillungen der Stopfen zum Quellcn 
brachte. Hei alternierendem Phascntransport kann nur einc beschrankte hnzalil von Vertcil- 
schritten vorgenotnmen werden, weil sich in dcn Gefassen an den Enden und in der Mittc der 
Batterie das Phasenvolumenverhaltnis allmahlich aindert. Dies ruhrt daher, dass die Zuleitungen 
zur Batterie sowohl fur die Zufuhr von Phase als auch fur die Entnahme tler Fraktionen verwen- 
det werden mussen. 

3. Berechnung der Verteilungskurven. - Das Verteilverfahren mit der Zentri- 
fuge entspricht prinzipiell den1 CRA1c;’schen Verteilprozess und l a s t  sich wie dieses 
berechnen. Es unterscheidet sich lediglich dadurch, dass in einem Verteilungsschritt 
nicht die ganze in einem Element enthaltene bewegte Phase uberfuhrt wird, sondern 
nur ein Bruchteil a < 1. Die nach n Verteilungsschritten im Gefass No Y (gezalilt 
von 0 bis vz) enthaltene Menge einer gelosten Komponente T ist nach “21 171 

G ist die Verteilungszahl. Sie gibt das Verhaltnis der Substanzmenge an, die pro 
Verteilungsschritt von einem Element zurn andern uberfuhrt wird, zu der in der Zelle 
verbleibenden Menge. Wenn in einem Gefass die Gesamtmenge 1 einer Komponente 
gelost ist und p die Menge in der bewegten Phase bezeichnet, so ist bei einem Ver- 
teilungskoeffizienten k und dem Phasenvolumenverhaltnis vb/vTt  ( b  bewegt, st stationar) : 

K 
fi = ~ 1+K ’ K = kv,/v,, , 
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Die Lage des Verteilungsniaximums komnit in das Glas Nr. Y,,,,, 

zu liegen, wenn $1 griisser als 25 und G nicht stark von 1 abweicht. 
Rei nur partiellem Phasentransport (a < I)  wird die Anreicherung einer Kompo- 

nente in einer Zelle unvollstandig ausgenutzt. Die Trennscharfe ist bei diesem Ver- 
fahren gegenuber dem vollstandigen Transport (a = 1) vermindert, und zwar umso 
mehr, je kleiner der ubergefuhrte Phasenbruchteil (a) ist. Bei partiellem Phasen- 
transport (a < 1) kann fur eine Komponente dieselbe Verteilung innerhalb gewisser 
Grenzen erzielt werden, wie sie bei vollstandigem Transport (a = 1) erhalten wurde. 
Hiezu muss das Phasenvolumverhaltnis nach (2) und (3) so gewahlt werden, dass die 
Verteilungszahlen fur beide Faille gleich werden. Es ist aber dann fur alle andern 
Icomponenten des Gemischs festgelegt und damit ihre Verteilungszahlen. Der An- 
reicherungsfaktor ,B = G,/G,, das Verhaltnis der Verteilungszahlen der Stoffe A und 
B, wird kleiner als bei vollstandigem Phasentransport. Urn dieselbe Trennscharfe zu 
erreichen, mussten eine grossere Anzalil Verteilungsschritte ausgefuhrt werden. 

Tabelle 1 illustriert diese Zusammenhange an einigen Zahlenbeispielen. 

Tabclle 1. V e r t e l l ~ * * a g , ~ ~ a h l e ~ ~  und A Yireicherungsfaktoren hei vevschiedenen Bruchteilen ubergefuhrter 
leichter Phase 

U "b1"st G B G B 
urn fur k = 1 fur k = 0.5 k = 1/0,.5 fur k = 2,0 k = 2/1 
G : 1 werden zu lassen 

0,5 2 2 2 
0,54 1,83 1,69 1,69 

0,66 I S  1,34 1,34 
0,60 1,67 S,5  1,5 

Oft werden so viele Verteilungsschritte ausgefuhrt, dass das Maximum der Sub- 
stanzmenge aus der Batterie austritt und in einer Fraktion erscheint. Numeriert man 
die Fraktionen mit R (= N) gleich wie die Verteilungsschritte, so kann mit (4) ent- 
weder die Fraktion R,,, bzw. der Verteilungsschritt n, bei welcliem das Maximum 
aus der Batterie austritt, berechnet werden, wenn G bekannt ist, oder es konnen aus 
der experimentell ermittelten Lage des Maximums R,,, G und nach (3) und ( 2 )  k 
bestirnmt werden. 

Eine einheitliche, sich ideal verhaltende Komponente gibt in der Fraktionenreihe 
eine GAUSS'sChe Verteilungskurve der Form [8] 

wobei x die Fraktionsnunimer bedeutet, von x = 0 = R,,, aus nach rechts positiv, 
nach links negativ gezahlt, S,,, ist die Substanzmenge in der Fraktion x = 0 = R,,,. 
Der Vergleich einer experimentell beobachteten Verteilung mit Gleichung (5) gibt 
Aufschluss daruber, ob eine Komponente sich einheitlich und ideal verhalt. 

Die Verteilung nach alternierendem Transport leichter und schwerer Phase liess 
sich durch Berechnung weniger Verteilungsschritte auch fur m Doppelschritte er- 
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kennen. Wenn das Substanzgemisch ins Gefass Nr. Y' = 0 und jeweils derselbe Volum- 
bruchteil u der beiden Phasen iiberfiilirt wird, SO entspricht die Verteilung den Pro- 
dukten der Glieder der Reihen der beiden Binome: 

[ A  + (1 - A)]" und [(l - B) + B]" ,  (7) 

wo A = u (1 - p )  und B = ap bedeuten. 

positiv und nacli links negativ gezahlt, entsprechen den Gliedern i der Keilie 
Die Substanzmenge S,. in den Verteilelenienten Nr. Y', von Y' = 0 nach rechts 

wo Ai und Bi die Glieder der Binomialreihen (7) bedeuten. Sie werden null fur 
Indices > m, da Binomialreihen mit dem m-ten Gliede abbrechen. Das Maximum 
der Reihe liegt beim Glied dessen Produktensumine das Produkt der Maxima 
der A- und B-Reihe enthalt. 

Die Substanzmengen in den Fraktionen $- R' lassen sich dadurch finden, dass 
man die aus der Batterie beim Verteilungsschritt R' = m austretenden Substanz- 
nienge berechnet. 

4. Funktionspriifungen an der Verteilzentrifuge. - Vorerst wurden einheit- 
liche Komponenten untersucht und dire Verteilungskurven mit berechneten Werten 
verglichen. Die Treiinungsmoglichkeit mehrerer Komponenten mit bekannten Ver- 
teilungskoeffizienten lasst sich aus den berechneten Verteilungen abschatzen, wenn 
die experimentellen Resultate init einzelnen Komponenten den tlieoretisclien Berech- 
nungen entsprechen. 

Zur Prufung des Wirkungsgrades der Verteilzentrifuge wurde Rernsteinsaure in 
unkritischen und spater in fast kritischen Phasenpaaren verteilt. Als unkritisches 
Phasenpaar diente Isobutylalkohol-'Cl'asser bei 20". Fur die Herstellung des fast 
kritischen Phasenpaares wurde Athylalkohol bis nahe an den kritischen Punkt hinzu- 
gefugt. Bernsteinsaure verteilt sich zwischen Isobutanol und Wasser mit einem Ver- 
teilungskoeffizienten von 0,93 & 0,03, der bis zu Konzentrationen von 60 ing/ml 
ltonstant bleibt. 

In den Fig. 6-8 sind die experimentellen und berechneten Verteilungskurven 
einander gegeniibergestellt. Die Abszissen sind seitlich so verschoben, dass sich die 
Maxima decken. Die theoretischen Kurven sind GAuss'sche Verteilungskurven. Die 
Prazision der Verteilung koiiinit im Verhaltnis q der Breite in halber Hohe zur grossten 
Hohe zum Ausdruck. Eine ungenaue Verteilung aussert sicli in einer Verbreiterung 
der Glockenkurven und einer Erniedrigung ihres Maximums. Die Trennscharfe wird 
verniindert. Urn verschiedene Versuche miteinander zu vergleichen, wurde ein (( Wir- 
kungs-Quotient )) Q = qtheor/gexp gebildet. Er erreicht bei tlieoretischer Verteilung den 
Wert 1 und wird umso kleiner, je mangelhafter der Prozess ablauft. 

Die Verteilungskurven geben die Mengen Bernsteinsaure pro Phasenpaar in einer 
Zelle an, die titrimetriscli ermittelt wurden. Da die Phasenvolumina wahrend der 
Verteilung oft schwankten, wurden zur Berechnung ihre Mittelwerte am Ende des 
Versuches eingesetzt. Die Versuchsbedingungen und Resultate sind in Tabelle 2 
(S. 285)) zusammengestellt. 
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In den Versuchen 1 und 2 (Fig.6) wurde die leichte bzw. die schwere Phase 
des unkritischen Phasenpaars bewegt. Pro Verteilungsschritt wurden 90 bzw. 96% 
des Volumens mobiler Phase eines Elenientes transportiert. Die experimentellen Kur- 
ven sind daher breiter und niedriger als die berechneten mit Q-Werten von 0,66 
bzw. 0,58, was auf eine Vermischung der verdrangenden mit der verdrangten Phase 
hinweist. Die Verteilungsmaxima liegen zienilich genau in1 berechneten Element. 
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Fig. G .  Vertezlung Zion Bernsteinsaure zn Wasser-Isobutanol 
Versuch 1 Transport leichter Phasc O-d-0-0 

und schwere Phase hewegt, aber im ganzen doppelt so viele Verteilungsschritte aus- 
gefuhrt wie vorher. Die Phasenvolumina haben sich in diesem Versuch z. T. erheblich 
verandert, namentlich in den Gefassen an den Enden und in der Mitte der Batterie. 
Das ruhrt daher, dass die Zuleitung frischer Phase und die Entnahnie der Gegenphase 
im nachsten Schritt durch dieselben Zufuhrungsleitungen erfolgen mussen. Dadurch 
wird den Endgefassen mit jedem Verteilungsschritt das Volumen der Zuleitung an 
abgehender Phase zu wenig entnommen und ein ebensolches Volumen ankommender 
Phase zu wenig zugefuhrt. So verscliiebt sicli rnit jedem Verteilungsschritt das Phasen- 
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Fig. 7. Verteilung uon Bernsteinsaure am fast  kritischen System Isobutanol-Alkohol- Wasser  
Xlternicrender Phasentransport. Versuch Nr. 4 +@- 

Rerechnete Vcrteilung - - - - Volunien schwerer Phase nach der Verteilung 

Fig. 8. Verteilung van  H u m a n  Serumalbuman 
experimentelle Verteilung 
Differenz exper.-ber. -.-.-.- 

berechnete Verteilung - - - - - 
thcor. Verteil. fur Difierenz . . . . . . . . . . . . 
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volumen zugunsten derjenigen Phase, die aus dem Endgefass als Fraktion entnommen 
wird. Bei der alternierenden Arbeitsweise bezweckt man die Substanzen mit mittlerem 
Verteilungskoeffizienten in der Mitte der Batterie zu sammeln. Die Volumenverhalt- 
nisse in den Randgefassen sind daher weniger wichtig. Auch in der Mitte der Batterie 
verschieben sich die Phasenvolumina in ahnlicher Weise, weil die Verbindung zwischen 
den Glasergruppen von einer Scheibe zur andern langer ist als zwischen 2 Elementen. 
Da sich aber die Bernsteinsaure ungefahr mit gleicher Konzentration auf beide Phasen 
verteilt ( k  - 1) , zeigt die Verteilungskurve trotzdem einen fur 80 Verteilungsschritte 
mit fast vollstandigem Phasentransport relativ guten Wirkungsquotienten. 

Tabelle 2. Verszlche mit Bernsteinsaure 224r Funktionsprufung der Verteilzentrifuge 

Versuch Nr. 1 (Fig.6) 2 (Fig.6) 3 4 (Fig. 7) 5 

2phasigcs System 

bewegte Phase 

Xnzahl Glaser 
Verteilungsschritte 
Verteilungs- 
koeffizient k 
ubergefuhrter 
Phasenbruchteil a 
Bernsteinsaure g 
in Glas Nr. 

Isobutanol-Wasser, unltritisch 

leichte schwere alter- 

40 40 40 
40 40 80 (total) 

1,o 1.0 1 8  
1. Ph. 0,9/ 

0,9 0,96 s. Ph. 1,0 
1,25 1,25 1,25 
1 40 21 

nierend 

~~ 

Isobutanol- DAC-MgS04-H,0b) 
Alkohol-H,O 
fast krit. 
Ad = 0,035 g/mla) A d  = C,102 g/nil 
alternierend leichte 

40 40 
80 (total) 120 

1,12 0,s 
1. Ph. 0,71/ 
s. Ph. 0,75 0,67 
0,45 0,26 
21 1-4 

Exfierirnentelle Verteilungskurve 
Maximum in 
Zelle Nr. 18 19 22/23 22 /23  35/36 
9exp. == 0,183 0,214 0,469 0,314 0,271 

Bevechnste Verteilungskurve 
Maximum in 

qtheor. = 0,123 0,123 0,229 0,258 0,247 
Zelle Nr. 18 19 22/23 22/23 - 

Q = qtheor./qexp. 0166 0,58 0,49 0,822 0,91 

a) Der Phasendichteunterschied A d  diente als relatives Mass fur den Abstand der Systemzusam- 

”) D.4C = Diathylcarbitol. 
mensetzung vom kritischen Punkt [I]. 

Im 4. Versuch wurde Bernsteinsaure mit einem nahezu kritischen Phasenpaar 
(Phasendichteunterschied 0,035 g/ml) verteilt, aber jeweils nur 3/4 der mobilen Phasen 
transportiert. Der Wirkungsquotient steigt dadurch auf 0,82 (Fig. 7). 

I n  einem weitern Versuch mit Bernsteinsaure in einem fast kritischen 2-phasigen 
System, wie es fur die Fraktionierung von y-Globulin zur Anwendung kam [l], wurde 
nur die leichte Phase bewegt. Mit einem transportierten Bruchteil von z/3 des Phasen- 
volumens und 120 Schritten wurde ein Wirkungsquotient von 0,9 erreicht. Mit diesen 
Bedingungen wird das Verteilungsmaximum bis an den Rand der Batterie verschoben. 

19 
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Ein weiterer Versuch wurde iiiit Human-Serumalbumin im System Diathyl- 
carbitol-Natriumglycerophosphat-H,O bei 1,5” im Kaltraum durchgefulirt. Das Pra- 
parat hatte sich fruher in 19 Verteilungsschritten als einheitlich erwiesen [I]. 

Nach 180 Verteilschritten, in welchen z/3 des leichten Phasenvolumens uberfuhrt 
wurden, ergab sich die Verteilungskurve der Fig. 8. Die Verteilungszahl war niit 
dem Phasenvolumenverhaltnis auf 1,0 eingestellt worden, und alles Albumin wurde 
aus der Ratterie extrahiert. Die theoretisclie GAUSS-KUrVe ist nach Gleichung (5) 
fiir die beobachtete Maximum-Fraktion berechnet. Die vorzugliche Ubereinstimmung 
des vordern Astes der beiden Kurven und die Ahnlichkeit der Differenzkurve der 
beiden riickwartigen Aste mit einer GAUSS-Kurve l a s t  vermuten, dass eine ldeine 
Menge einer 2. Komponente mit kleinerem Verteilungskoeffizient nachhinkt. Die 
Priifung des Albumins in einer Gel-Electrophorese zeigte, dass das Praparat min- 
destens eine 2 .  Komponente enthielt, vermutlich dimeres evtl. trimeres Albumin, 
das sich bei langem Lagern des gefriergetrockneten Proteins gebildet hatte. 

5 .  Anwendungen der Verteilzentrifuge. - Hier sei noch ein Versuch zur Zerlegung 
einer polymerhomologen Reihe von Polyathylenglykolen kurz beschrieben, wobei die 
eingangs erwahnte Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten vom Molekulargewicht 
ausgenutzt wurde. 

ALMIN hat polymerhomologe Reihen von Polyiitliylenglykol Praparaten mittleren 
Molekulargewichts zwischen 1500 und 6000 mittels Gegenstromverteilung zerlegt und 
ihre Molekulargewichtsverteilung bereclinet [6]. Als Verteilungssysteme dienten 
Phasenpaare der Gemische \Vasser-~41kohol-Triclilorathvlen und Wasser-Trichlor- 
ath ylen-Chloroform. 

Fraktions- Nr 
- 

Fig. 9. Verfe i lung  uon Polyathylenglykol M = 30000 

spez. Viskositat -.-.-*- 
beobachtete Verteilung -0-0- berechnetc Verteilung - - - - - 
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Mit der Verteilzentrifuge haben wir Polyathylenglykole von hoherem mittlerem 
Molekulargewicht, namlich zwisclien 10 000 und 30 000, fraktioniert. In Vorversuchen 
erwiesen sich Phasenpaare aus Chloroform, Tetrahydrofuran, Athylalkohol und Was- 
ser als geeignet. Systeme aus Wasser-Trichlorathylen-Chloroform hatten eine wesent- 
lich bessere Auftrennung nach dem Molekulargewicht ermoglicht, doch waren einige 

Tabelle 3. Verteilung 11012 Polyuthylenglykol, LG = 30000 (vgl. Fig. 9) 

Losungsmittelsysteni : 17,676 ( g / g )  Tetrahydrofuran 
30,0% (g ig)  athylalkohol 
17,3% (g ig) Chloroform 
35,1% (g/g) Wasser 

Temperatur 20,O & 0 , 3 O  
Dichteunterschied der Phasen 0,040 g/ml 
Eingesetztes Material 
Anzahl Glaser 40 
Verhaltnis leichte/schwere Phase 9/18 ml 
transportiertes Phasenvolumcn 
Rnzahl Verteilschritte 150 
Mischen 3 Min. 
Zentrifugieren 

2 g in Glas Nr. 1 und 2 

7,2 ml leichte Phase 

bis 8. Verteilschritt 6 Min. 
dann 3 Min. 

Lage dcs Verteil-Maximum in Fraktion Nr. 
Verteilungszahl berechnet aus der Lage des Max 
Verteilungskoeffizient 

96 
1,1 
2,15 

Baumaterialien der Zentrifuge fur diese Losungsmittel ungeeignet, und die Bildung 
sehr stabiler Emulsionen, die auch durch Zentrifugieren nicht getrennt werden konn- 
ten, bereitete grosse Schwierigkeiten. 

Fig. 9 zeigt die Verteilungskurve und die Viskositat der Fraktionen, die unter 
den in Tab. 3 angefuhrten Bedingungen erhalten wurden. 

Da die Verteilung wesentlich breiter ist als die fur ihr Maximum bereclinete 
GAuss-Kurve, muss das Praparat, wie zu erwarten, polydispers sein. Die spezifischen 
Viskositaten zeigen, dass die Fraktionen verschiedene mittlere Molekulargewichte 
enthalten. Die Molekulargewiclite sind in den ersten grosser und fallen dann stetig 
ab, d. 11. dass die Verteilungskoeffizienten mit dem Molekulargewicht zunehmen. In  
der Kurve der spez. Viskositat sind diejenigen Punkte angegeben, welche den Viskosi- 
taten des Ausgangsmaterials 2 = 30000, sowie Praparaten % = 20000 und = 

10000 entsprechen. 
Aus dem Versuch gelit hervor, dass eine Zerlegung der polymerhomologen Poly- 

athylenglykole mit der Verteilzentrifuge im Prinzip moglich ist. Mit andern weniger 
kritischen Losungsmittelpaaren musste eine noch bessere Differenzierung moglich sein. 

6. Experimentelle Angaben. - 6.1. Nahezu hrztzsches System Isobutanol, Athylalkohol, 
Ilrusser. Temperaturkonstanter Raum, T = 19,2" 0,s". Isobutanol 28,0, Athylalkohol 15,6, 
Wasser 56,4 Gew. %. Der Phasendichteunterschied betrug 0,035 g/ml. E r  wurde mittels eines 
Tauchkorpers an einer Nylonsaite und einer Torsionswaage ohue Trennung der Phasen bestimmt. 
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6.2. Das wahezu kritische System fur die Verteilung von Bernsteinsaure im Versuch Tabelle 2, 
Nr. 5 (System fur y-Globulin [l]), setzte sich zusammcn aus: 

MgSO,, 7H,O 605 g 

Wasser 2620 g 
Dinatriumglycerophosphat,5H20 (MERCK 4164) 102 g 

Diathylcarbitol (FLUKA 32 190) destilliert 554 g 

Bei + 1” schied sich das Gernisch in 2 Phascn im Volumverhaltnis Ober- zu Unterphase 2 : l .  
Der Phasendichteuntcrschied betrug 0,102 g/ml. Dic Bernstcinsaurekonzentration durftc i r n  
1, Phasenpaar 0,2576 nicht iiberschreiten, urn es nicht zu homogcnisieren. Dic Bcrnsteinsaure 
wurde in dicsem System mit Kresolrot als Indikator titriert und ein Blindwert von 0,2 bzw. 0,17 nil 
0 , 0 1 ~  NaOH pro ml obere bzw. untere Phase abgezogen. 

6.3. Verteilung von Serumalbumin. Gefriergetrocknetes Human-Serumalbumin ( 2  x krist.) 

Fast kritisches System: Diathylcarbitol, Natriumglycerophosphat Wasser, bei 1,5” hergestellt 
SRK, einige Jahrc bei 1” aufbcwahrt. 

auf Grund der Phasenanalyse [l]. 

Natriumglycerophosphat,5H,O (MERCK 4164) 771 g 
Diathylcarbitol (FLUKA) dest. 634 g 
Wasser 2659 g 

Uas System scheidet sich in 2 Phasen: leichtere Phase 2750 ml, schwercre Phase 1100 ml; 

Albumanhaltiges Ausgangssystem: 
Phasendichteunterschied 0,096. 

Natriumglycerophosphat,5H2( 1 
Wasser 
Serumalbumin 
Diath ylcarbitol 

10,75 g 
30.5 g 

2,75 g 
5,9 g 

Die Bestaudtcile wurden bci 1,5” in der angefuhrten Keihcnfolge gcmischt. Die Losung 
schied sich in 17 ml leichtc und 27 ml schwere Phasc. Die leichte Phase enthielt eine geringe Trii- 
bung, die sich nach einem Tag in der Grenzflache abgesetzt hatte. Der Verteilungskoeffizient 
betrug 0,8. Zur Verteilung gelangten 12 ml untere und 15 in1 obere Phasc, total 1 , 5  g Albumin, die 
in die 1. Zelle gegeben wurden. 

Multiplika2ive Verteilungc Batterie zu 40 Glasern, 180 Verteilungsschritte. Ubergefuhrtc 
Phase je 10 ml obere Phase ( a  = 2/3). Der Albumingehalt in den Fraktionen wurde spektro- 
photometrisch bei 280 nm bestimmt, E i g  = 5,Z. Das game Albumin ist aus der Batterie in dic 
Fraktionen iibergetreten. Die Verteilungskurvc ist in Fig. 8 wiedergegebcn. Das Maximum bcfindet 
sich in Fraktion 116. Das Albumin wurde nicht aus den Fraktionen isoliert, da in diesein Zusam- 
menhang nur die Vcrtcilkurve interessiertc. Die theoretische Kurvc wurde als GAuss-Kurve 
nach (5) bercchnet, indem ihr Scheitcl in das Maximum der bcobachteten Kurve gelegt wurde. 

Die Gel-Elektrophoresc wurde in Polyacrylamid mit dem Gcrat von I’LEUCRR, M’ijnegem, 
Belgien, nach [9] ausgefuhrt. 

6.4. Fraktiovtievuizg vow Polyathylenglykol. Eingesetztc Polyathylenglykolc (PAG) : E’hG. 
10000, FLUKA; P A G .  20000, FLUKA; Polyglykol H M  100, 30000 HOECHST. 

Zur Bestiminung dcs PAG-Gehaltes in den Phasen wurden Proben in Kolben von 50 ml im 
Rotationsvcrdarnpfer eingedampft und im Vakuum uber Phosphorpentoxid getrocknet. 

Zur I/iskositdtsbestimmung wurden die Probcn zu 1% in Wasscr gelost, durch eine G 3 Fritte 
filtriert und die Durchlaufzeiten in cinem ~)s\YALo-~riskosiilleter fur 0,5 ml bestimmt (Wasser- 
wert 154”). 

Die Untersuchungen wurden vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS unterstutzt (Gesuch 
Nr.3091), wofur wir bestens danken. Die ganze hnlage der Zentrifuge wurde in der Werkstatt 
dcs Thcodor Kocher Instituts gebaut. Fur die cifrige Mitarbeit bci den Untersuchungen dankcn 
wir Frau J .  AMBUHL-BREDIN und Hcrrn U. GSTEIGER. 
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35. Etudes sur les composks organom6talliques IV [l] 
Stabilit6 et nature des liaisons de quelques complexes 

organostanniques 
par Jean Affolter, Andre Jacot-Guillarmod t:t Klaus Bernauer 

Institut de Chimie cle 1’Universitd de NeuchLtel 

(1 XI1 67) 

Summary. The complexcs between different diorganotin cations and substituted 1,lO-phen- 
anthrolines in aqueous solution containing acctatc ion have been investigated. Diorganotin 
cations can co-ordinate two acetate ions. One of thcsc niay be replaced by a 1.10-phenanthroline 
derivative. A comparison of the different cquilibrium constants shows that the acid hardness of 
diorganotin cations is markedly modified if the organic groups bound to thc tin are a,B-unsatur- 
ated. 

Ides composCs organostanniques forment avec des bases de LEWIS un grand nombre 
de Complexes dans lesquels le nombre de restes organiques fix& & 1’Ctain ne d6passe 
jamais trois. A 1’Ctat solide, 1’Ctain des complexes triorganostanniques posskde en 
g6nCral la coordinance maximale cinq, et celui des complexes mono- et diorganostan- 
niques, la coordinance maximale six 121. 

Comme le font apparaitre de rCcentes compilations [2] [3] ,  les r6actions d’Cquilibre 
de ces composCs en solution ont CtC relativenient peu CtudiCes. Ceci est valable en 
particulier pour les rCactions en solution aqueuse oh de nombreuses rCactions d’hydro- 
lyse apparaissent [4], qui compliquent sbrieusement l’interprktation des rksultats. 

Une des questions en discussion concernant ces complexes est de savoir si les orbi- 
tales d libres peuvent participer a la liaison coordinative. Ainsi REATTIE et MCQUILLAN 
[5] ont Ctabli que la constante de force de la liaison Sn-CI est considkrablement modi- 
fiCe lorsque (CH,),SnCI est complex6 avec une niol6cule de pyridine, alors que la lon- 
gueur de la liaison reste pratiquement la mCme; aussi, ces auteurs concluent-ils une 
contribution appr6ciable d, - $, k la liaison Sn-Cl. En revanche, en comparant entre- 
elles les constantes de stabilitC de complexes de (CH,),Sn2 + avec l’acide picolinique, 




