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D~NNSCHICHTELEKTROPHORETISCHE TRENNUNG QUATERNARER 
AMMONIUMVERBINDUNGEN Il. 

Biologische Fovschungsableilung dev &levveichischen SticRsto~wevize AG., LinzfDonau (dstevveick) 

(Eingegmgcn den 7, Fcbruor xgGG) 

In letzter Zeit erschien eine Reihe von Arbeiten tiber die Dtinnschichtchromato- 
graphie aliphatischer, quaterngrer Ammoniumverbindungenr-6. Darin wurden als 
Vorteile dieser Methode gegentiber der Papierchromatographie tibereinstimmend die 
grsssere Nachweisempfindlichkeit und die scharfere Auftrennung der Substanzen 
hervorgehoben. Im Laufe unserer eigenen Untersuchungen fiber die Meglichkeiten 
zur Auftrennung und Identifizierung kleinster Mengen von physiologisch wichtigen 
quaterngren Ammoniumverbindungen beschgftigten wir uns neben der Dtinnschicht- 
chiomatographie such mit der Dunnschichtelektrophorese dieser Verbindungen. 

EXPERLMENTELLES 

Ftir unsere Untersuchungen verwendeten wir eine Elektrophoreseapparatur 
nach WIELAND und PFLEIDERER’, doch kommt daftir prinzipiell jedes Elektrophorese- 
ger&t in Frage, das eine ktihlbare Auflageflache fur das Tragermaterial besitzt und 
das Anlegen von Spannungen bis etwa 1000 V gestattet. Die Dunnschichtplatten vom 
Format 20 x 20 cm oder 20 x 10 cm wurden mit einem Streichgerat auf die iibliche 
Art und Weise beschichtet. Wir tiberprtiften Kieselgel G, Kieselgur G, Aluminiumoxid 
G und Cellulose auf ihre Brauchbarkeit als Tragermaterial und versuchten die Tren- 
nung der quaternaren Ammoniumverbindungen in einer Reihe von verschiedenen 
Puff ersystemen. 

’ Nach Bespruhen der Dtinnschichtplatte mit dem Puffer, in dem die Elektro- 
phorese durchgefiihrt wird, trSigt man, urn die Trennstrecke voll ausntitzen zu kijnnen, 
das Substanzgemisch etwa 3 cm, vom Plattenrand entfernt auf. Die Platte wird dann 
auf die gektihlte Auflageflgche der Elektrophoreseapparatur gelegt, durch Filterpapier- 
oder Leinenstreifen, die an den Enden, die auf der Tragerschicht aufliegen, in Cello- 
phanfolien eingeschlagen sind, mit den puffergefiillten Elektrodengef$issen verbunden 
und mit einer Glasplatte gleicher Grasse tiberdeckt. Die quaternsren Ammonium- 
verbindungen wandern im elektrischen Feld zur Kathode. Die Trenndauer ist von der 
Art der Trggerschicht, der PufferlBsung und der Hiihe der angelegten Spannung 
abhangig. 

Der Nachweis der quaterngren Ammoniumverbindungen erfolgte auf Kieselgel-, 
Kieselgur- oder Aluminiumschichten mit einem modifizierten Dragendorff-Reagens, 
dem eine alkoholische Jodlasung zugesetzt wurde4, auf den Celluloseschichten mit 
dem Dragendorff-Reagens nach THIEF UND REUT~ER*. Wie bei der Dtinnschicht- 
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cliromatographie liegt such bei der Dtinnschichtplektrophorese die untere Nachweis- 
‘gr&ize fur die einzelnen Verbindungen bei 0.5-x.0 pg. 

ERGEBNISSE 

Die besten Trennergebnisse erzielten wir bei Verwendung von Kieselgel G der 
Firma Merck, Darmstadt, als Sorplionsmittel. Mit einer Pufferl,ijsung pH 3,6, .die 
sich aus Pyridin-Eisessig-Wasser (I : IO : 89) zusammensetzt, gelingt in einem Span- 
nungsgefiille von 30-40 V/cm innerhalb von etwa zwei Stunden die vollsttixtdige 
Auftrennung eines Gemisches der ftinf in Tabelle I genannten quaterntiren Ammonium- 

TABELLE I 

DtiNNSCWICWTELEKTROPRORETISCU& WANDERUNGSWLGE VON QUATERNXREN AMMONIUM- 

VERBINDUNGEN 

Rclr- Wcvle * 

Kieselgel Cetlulose 
#H 3.6 PrJ 6.5 

Tctramothylsmmoniumchlorid 0.91 I,IG 
Cholinchlorid, (z-I-lydroxyMhyl)-tximothylammoniumcl~lorid 1.00 1.00 

Chlorcholinchlorid, (2-Chlor&thyl)-trimethylammoniumchlorid 0.67 0094 
Acetylcholinchlorid, (2-Acetoxyflthyl)-trimethylammoniumcl~loricl 0.52 0.86 

Glykolcollbctslin 0.10 0. rg 

* RCI, s 
Wandcrungsstrccke der Analyscnsubstonz 
Wanderungsstrcclce von Cholin 

verbindungen (Fig. Ia). Mit einem Pyridinacetatpuffer pH 6.5 ist auf Kieselgel- 
schichten keine zufriedenstellende Auftrennung von Cholinchlorid und Tetramethyl- 
ammoniumchlorid zu erreichen, w&hrend die Wanderungswege der tibrigen quater- 
ngren Ammoniumverbindungen etwa gleich wie bei pH 3.6 sind. 
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Fig. 1. Trennung qu&ern&rer Ammoniumverbindungen auf Kieselgolschichten, (a) Dlinnschiclrt- 
clektrophoresc, Pyridin-Eisessig-Wasser (I: . .x0:89), p1-I 3.6, 40 V/cm; (b) I. Richtung: .DUnn- 
schichtelektrophorese tvie unter 8; 2. RichLung: Dtinnschichtchromt&ographie, aufsteigend in 
Methanol-Aceton-Sslzsflurc (go : IO: 4) (Lit. 5) a 1 = Tetrsm.cthylammoniumchlorid; 2 = Cholin- 
ohIorid ; 3 I Chlorcholinchlerid ; 4 II Acetylcholinchlorid; 5 = Glykokollbetain. 
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Auch auf Diinnschichtplatten, die mit Cellulose MN 300, ohne Gipszusatz, der 
Firma Macherey, Nagel & Co., Dtiren, beschichtet sind, ist einc Auftrennung der 
quaterngren Ammoniumverbindungen mcglich, wenn man mit einem Puff ergemisch 
aus Pyridin-Eisessig-Wasser (10: I : Sg), p1-I: 6.5, arbcitet (Fig. za). In einem Span- .A 
nungsgefglle van’ 30-40 V/cm petr&gt die Trenndauer nur etwa 40 Min., doch sind die 
Unterschiede der Wanderufigsgeschwindiglceiten von Cholinchlorid, Chlorcholin- 
chlorid und Acetylcholinchlorid vie1 geringer als auf Kieselgelschichten bei Verwen- 
dung des Pyridinacetatpuffers PI-I 3.6 (Tabelle I). Auf Celluloses’chichten ist daher nur 
dann eine zufriedenstellende elektrophoretische Auftrennung der drei genannten 
Substanzen zu erwarten, wenn sie in der Mischung in etwa gleichen Mengen vorhanclen 
sind und die Beladung der Platte mit dem Substanzgemisch nicht zu gross ist. 

Auf Kieselgur- und Aluminiumoxidschichten sind bei Verwendung der Pyridin- 
acetatpuffer pW 3.6 oder pH 6.5 keine grossen Unterschiede zwischen den Wande- 
rungsgeschwindigkeiten von Tetrametl~ylammoniumcl~lorid, Cholinchlorid, Chlor- 
cholinchloricl und Acetylcholinchlorid festzustellen. Cholinchlorid und Chlorcholin- 
chlorid lassen sich unter diesen Bedingungen iiberhaupt nicht trennen. 
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Fig. 2. Trcnnung quatcrn%rer Ammoniumverbinclungcn auf Celluloseschichten, (a) Diinnschicht- 
clektrophorese, Pyriclin-Eisessig-Wasser (IO: I: 8g), pH 6.5, 40 V/cm; (b) I. Richtung: Diinn- 
schichtelektrophorese wit unter a; 2. Richtung: Diinnscl~icl~tchromatographie, aufstcigend in 
rt-Butanol-Eisessig-Wasser (4 : I : 5) (Lit. 2). I = Tetramethylammoniumchloricl ; 2 = Cholin- 
chlorid : 3 = Chlorchol.inchloricl ; 4 = Acetylcholinchloricl ; 5 = Glylcokollbctain. 

DISKUSSJON 

Ein Vorteil der Di,innschichtelektrophorese besteht darin, dass sie im Gegensatz 
zur Dtinnschichtchromatographie such bei relativ stark verunreinigten Extralcten 
aus biologischem 1uIaterial noch eine gute Auftrennung der quaterngren Ammonium- 
verbindungen gibt, da anorganische Ionen sehr rasch aus dem Trennbereich auswandern 
und nach unseren Erfahrungen etlicke andere Verunreinigungen nur sehr langsam 
wandern oder am Start h5ngen bleiben. 

Die sichersten Aussagen iiber die Zusammensetzung eines Substanzgemisches 
erh2ilt man such bei den quaterntien Ammoniumverbindungen, &hnlich wie bei ~~~ 
Aminotiuren und Aminen, durch eine zweidimensionale dtinnschichtelektrophore- !’ 
tische und chromatographische Auftrennung auf einer quadratischen Dtinnschicht- 
Platte. Es ist dabei vorteilhaft, zuerst die elektrophoretische Auftrennung durchzu- 
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ftihren, urn gleichzeitig Verunreinigungen abzutrennen und nach einer Zwischen- 
trocknung cler Platte in der zweiten Richtung mit einem geeigneten Laufmittel auf- 
steigend chromatographisch zu entwickeln (Fig. Ib und zb) . Die Dtinnschichtelektro- 
phorese stellt somit bei der Auftrennung von Gemischen quaternarer Ammonium- 
verbindungen eine wertvolle Erg&m&g der Diinnschichtchromatographie dar. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird die Auftrennung aliphatischer, quaternarer Ammoniumverbindungen 
mit Hilfe der Dtinnschichtelektrophorese beschrieben. Die besten Trennergebnisse 
erzielt man auf ICieselgelscl~ichten mit einem Pyridinacetatpuffer pII 3.6 und auf 
Celluloseschichten mit einem Pyridinacetatpuffer pII 6.5. Besonclers vorteilhaft er- 
weist sic11 such bei den quaternaren Ammoniumverbindungen eine zweidimensionale 
dtinnschichtelektrophoretische und chromatographische huftrennung. 

SUMMARY 

Separation of aliphatic, quaternary ammonium compounds by thin-layer 
electropiloresis is described. Use of silica gel layers and pyricline acetate buffer pW 3.6 
or cellulose layers and pyridine acetate buffer pH 6.5 is recommended. Two-dimen- 
sional separation by combination of thin-layer electrophoresis and chromatography 
has proved very useful. 
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