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SUMMARY 

The formation of nonsymmetrical zone profiles during ionophoresis on carrier 
material as well as in free solution can be esplained on the basis of concentration- 
dependent equilibria. The tailing which can be observed in paper ionophoresis is 
caused by the adsorptive interaction between the carrier and the ions which are to 
be separated. It can be almost eliminated by addition of polyvalent large ions to the 
basic electrolyte or to the test-solution. By this method the quantitative evaluation 
of the pherograms is made easier. 

EINLEITUNG 

Die Zonenionophorese auf Tragermedien, vorwiegend auf Papier, in Gelen und 
bestimmten Dtinnschichten hat sich infolge des geringeren apparativen Aufwands in 
der Praxis wesentlich starker durchgesetzt als die historisch altere Methode der freien 
Ionophorese 1J. Der Hauptvorteil eines pordsen Tragermediums beruht auf seiner 
strijmungsstabilisierenden Wirkung, wodurch Konvelctionsstijrungen weitgehend aus- 
geschaltet werden. Wegen der grossen Phasengrenzfl%chen fltissig-fest treten jedoch 
im Gegensatz zur freien Ionophorese eine Anzahl Wechselwirkungen auf, die die 
Wanderungsgeschwindigkeit geladener Teilchen beeinflussen. 

1st daftir gesorgt, dass auf einem elektrolytgetr~nkten Trager an allen Orten 
annahernd gleiche Ionenstgrke und Leitfahigkeit herrschen, so wirken sich die meisten 
Einfltisse nach Betrag und Richtung auf alle Teilchen derselben Art ix-n gleichen Masse 
aus. Das gilt fiir den Umwegfaktor nach KUNKEL UND TISELIUS~, durch den die 
Beweglichkeiten aller Ionen herabgesetzt werden, ebenso, wie ftir den “barrier-effect” 
nach MACDONALD~, durch den vor allem grosse Ionen gebremst werden. Auch Sog und 
Endosmose verursachen eine systematische Anderung der effektiven Wanderungs- 
geschwindigkeiten. Die genannten Effekte sind innerhalb ziemlich weiter Grenzen 
nicht von der Konzentration der zu trennenden Ionen abhgngig und verursachen 
daher keine Ver&nderung der vorgegebenen Form der Zonen wZhrend der ionophore- 
tischen Trennung. Vielmehr beobachtet man allgemein eine symmetrische Verbreite- 
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rung der Zonen durch Diffusion, die in erster Naherung umgekehrt p*oportional der 
Wurzel aus der Trenndauer ist5. 

Im folgenden werden Einfltisse besprochen, die zur Ausbildung von charakteris- 
tischen unsymmetrischen Zonenprofilen wahrend der Trennung ftihren. Die Ursachen 
daftir werden diskutiert und experimentelle Massnahmen zur Erreichung einer besseren 
Trennschgrfe beschrieben. 

CHARAKTERISTISCHE ZONENPROFILE 

Nach dem Auftragen einer Substanz auf einen Trsger in Form einer Zone, d.h. 
in einer Linie von mehreren cm Lange, ist die Konzentrationsverteilung durch eine 
steile Gausskurve gegeben, Fig. Ia. Diese Verteilungskurve verliert wahrend dcr 

l4bnderungsrichtung 
* 

Fig. I. Kor&entrationsprofilc bci der Zonenionophorcse. (a) Zone am Start. (b) Zone bei Adsorp- 
tion am ,TrQger. (c) Zone ohnc Adsorption am TrOger bzw. in. frcier Ltisung.. 

Ionophorese ihre symmetrische Gestalt, wenn die Beweglichkeit der zu trennenden 
Ionen jnnerhalb der Zone von ihrer ijlrtlichen Konzentration abhgngt, dh. wenn die 
Teilcheri des htiher konzentrierten mittleren Teils schneller oder langsamer wandern 
als diejenigen, die sich an der verdtinnteren Vorder- oder Riickfront befinden. Das 
ist immer der Fall, wenn die Ionenwanderung durch konzentrationsabh&gige Gleich- 
gewichte beeinflusst wird oder eine Anderung in der Ionenstgrke eintritt. Vor allem 
Dissoziations-, Hydrclyse-, Hydratations- und Komplexgleichgewichte sowie Adsorp- 
tionsvorgtinge haben zur Folge, dass statt der Reweglichkeit zc nur die kleinere Netto- 
beweglichkeit zdn beobachtet wird2. 

Ddssoziationsgleich~ewa’chte 
Fiir den Fall unvollst&ndiger Dissoziation gilt : 

%a = i4.a (1) 
n ist der Dissoziationsgrad, der nach dem Ostwaldschen Verdtinnungsgesetz von der 
Konzentration der beteiligten Ionen abhgngt. Demnach besitzen wegen des hijlheren 
Dissoziationsgrades ,in den Bereichen der verdtinnteren Flanken die dort befindlichen 
Ionen eine htihere Nettobeweglichkeit als im. konzentrierteren Mittelteil der Zone. 
Die. Folge davon ist, dass bei .der Wanderung im elektrischen Feld die Ionen der 
Vorderf’ront dem Schwerpunkt der Zone vorauseilen, wghrend die Teilchen der Riick- 
front mit. gleichfalls hoherer Geschwindigkeit in den konzentrierten Teil der Zone 
hinejnwandern. Es bildet sich das Konzentrationsprofil der Fig. IC heraus. Die Zone 
zeigt eine sehr scharfe konzentrierte Rtickfront, w3hrend die Flanke in Richtung der 
Wanderung kometen- oder schweiff6rmig aushiuft. 
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Das gleiche Zonenprofil ergibt sich, wenn die Ionenstarke in der Zone grosser 
als im umgebenden Grundelektrolyten ist, weil such dann die effektive Ionenbeweg- 
lichkeit nach den Flanken hin zunimmt. 

Das in Fig. IC dargestellte Zonenprofil wird vor allem bei der Ionophorese in 
freier L&sung beobachtet. Auf Tragern findet man es nur, wenn keine Adsorption 
eintritt. Eine Umkehrung in die Form der Fig. Ib ergibt sich ftir freie Lijsungen dann, 
wenn bei der Sekund%rdissoziation schwacher Komplexe Teilchen mit kleinerer 
Ladungszahl entstehen. Das Auf’treten dieser Form auf Tragern weist immer auf 
adsorptive Wechselwirkungen bin. 

Adsor$tion zcnd chromatographischer E#ekt 
Die tiblicherweise verwendeten Tr%.germedien, insbesondere such Papier, ver- 

mijgen eine aufgetragene Substanz in geringern Umfang zu adsorbieren. Die ,festge- 
haltene Menge richtet sich nach einem Gleichgewicht, das durch eine Adsorptions- 
isotherme beschrieben werden kann 6. Vom hochkonzentrierten mittleren Teil einer 
zun&chst symmetrischen Zone wild ein prozentual kleinerer Anteil der Substanz 
adsorbiert als von den verdtinnteren Flanken. Die effektive Beweglichkeit ist deshalb 
in der Mitte hiiher als an den Seiten. Die Folge ist die Ausbildung des Zonenprofils 
der Fig. Ib mit einer scharfen konzentrierten Vorderfront und einer schweifartigen 
Rtickfront . Besonders ausgepr5gt ist diese adsorptive Wechselwirkung bei grossen 
organischen Ionen, z.B. Methylenblau”. Aber such bei schweren anorganischen Ionen, 
wie den Hexahalogenokomplexen der Platinelemente, ist sie deutlich zu beobachten. 
Bei kleinen einfach geladenen Ionen wie K+ und Cl- ist die Adsorption klein, so dass 
bei ihnen meistens das Profil der Fig. IC auftritt. 

Nur in einigen speziellen FBllen ermijglicht die durch teilweise Adsorption be- 
dingte Verlangsamung bestimmter Ionen, die such als chromatographischer Effekt 
bezeichnet wird, die Trennung sehr &hnlicher Ionen. Wahrend z.B. Cu2+ and Cd!++ bei 
der freien Ionophorese etwa gleich schnell wandern, gelingt die Trennung auf Papier 
sehr einfach, weil Cu2+ stark gebremst wird’. 

In der Mehrzahl der I?i.lle verursacht die Schweifbildung durch Adsorption am 
Trager Schwierigkeiten, insofern als die Bestimmung der Wanderungsgeschwindig- 
keit erschwert und zus8&lich zur Diffusion eine Zonenverbreiterung hervorgerufen 
wird. Darunter leidet vor allem die Trennschgrfe. Aber such die Isolierung einzelner 
Substanzen durch ,Elution l&sst sich bei scheifartig ausmiindenden Zonen nur schlecht 
durchftihren. Noch schwieriger ist die quantitative Auswertung solcher Pherogramme, 
z.B. durch photometrische oder, im Falle markierter Verbindungen, mit Hilfe radio- 
metrischer Methoden. 

- 

uberladene Zonen 
Eine Zone ist tiberladen, wenn die Leitfghigkeit der aufgetragenen Analysen- 

liisung wesentlich, grasser als die des Grundelektrolyten. ist. Die wichtigste Bedingung 
fiir die ungestijrte Zonenionophorese, ngmlich gleichmassiger Sparmungsabfall bzw. 
gleiche Feldstairke tiber die gesamte Wanderungsstreckk, ist dann nicht mehr erfiillt, 
sondern stellt sich wahrend des Versuches erst ein. Dabei bilden sich, wie LEGOUX* 
durch radiometrische Verfolgung der Wanderung einfacher Kationen feststel!te, un- 
symmetrische Zonenprofile aus. 
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Fig. 2. VcrLnclcrung der Gestalt i.kberladencr Zoncn wtlhrcnd der Ionophoresc (I). (II) Felcl- 
sttirlceverlauf. Zeit: o = a. < b c c < d. 

Die zeitliche Veranderung der Form einer iiberladenen Zone und des dazu- 
gehijrigen Feldstarkeverlaufes ist in Fig. 2 schematisch dargestellt. 

Die Feldstarke E ist umgekehrt proportional zur Leitfghigkeit IC, wie folgende 
Gleichung zeigt : 

23 
I I 

= -.- 

K Q 
(2) 

q = Querschnitt, I = Stromst%rke. 
Am Auftragungsort der Analysenliisung grosser Leitfahigkeit stellt sich bei An- 

legen der Spannung eine geringe Feldstgrke ein, Kurve a der Fig. 2, II. Vor allem auf 
die Teilchen des hochkonzentrierten Zentrums der Zone wirkt nur eine geringe Feld- 
starke ein, die Wanderungsgeschwindigkeit ist entsprechend klein. Die an der vor- 
deren verdtinnteren Flanke befindlichen Ionen werden dagegen schnell hinweggeftihrt. 
Dabei bilden sich unsymmetrische Zonenformen aus, Kurvon b und c der Fig. 2, I, 
die der von Fig.’ IC ghneln. Mit fortschreitender Zeit verbreitert sich die ursprtinglich 
schmale Zone unter Verdiinnung imrner mehr. Es stellt sich ein Konzentrations- 
plateau’ein, de&en Hijhe von der Leitftihigkeit des’ Grundelektrolyten abhangt. Erst 
wenn die Einstellung gleichmassiger Feldst5.rke eingetreten ist, Kurve d der Fig. 2, II, 
wandert die gesamte, sehr breite Zone mit konstanter Geschwindigkeit und unterliegt 
dann den im ersten Teil des ,Kapitels beschriebenen Wechselwirkungen mit dem 
Trager. 

Durch tiberladene Zonen wird, bedingt durch die. zwangskiufig eintretende Ver- 
breiterung, die Trennscharfe stets beeintr%chtigt. Sehr scharfe Zonen tilden sich 
gleich zu Beginn der Trennung aus, wenn im Vergleich zum Grundelektrolyten ver- 
dtinnte Lijsungen aufgebracht werden, weil dann in Umkehrung des beschriebenen 
Vorgangs eine Aufkonzentrierung und Fokussierung erfolgt . 

Prinzipiell sind: jedoch diese durch Konzentrations- und Feldsttirkeinhomogeni- 
t&ten hervorgerufenen VerCxderungen der Zonen gegeniiber den im vora.ngehenden 
besprochenen Effekten. .zu unterscheiden. 
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IVandmmgsrichtung 
-- 

Fig. 4. Zonenprofilo in Gcgcnwart adsorbicrbarer Xonen im Probcgcmisch. Grundelektrolyt und 
Komplcxgemisch wie bei Fig. 3. Organisches Ion : z-Naphthylamin-6,8-disulfonat bzw. z-Naph- 
thol-3,6-disulfonat. 

gliedern au& ftir die tibrigen beobachtet, wenn die Probe nicht zonen- sondern punkt- 
fiirmig aufgetragen wird. 

Trennwag bei Zagabe eines adsorbierbaren Ions mw Probeliisung L 

Die im vorangehenden beschriebene Vkrsuchsdurchfiihrung wird nur insofern 
geandert, als der wgssrigen Lijsung der Komplexe eine kleine Menge eines Salzes zu- 
gesetzt wird, dessen grosses mehrfach geladenes Anion eine etwas geringere .Beweg- 
lichkeit besitzt als das langsamste Komplexion. Es eignen sich z.B. die Dinatrium- 
salze der 2-Naphthylamin-6,8-disulfonsgure bzw. der z+Naphthol-3,6-disulfons%ure. 
Bei der Ionophorese erhslt man die durch Fig. 4 schematisch wiedergegebenen Zonen- 
profile. 

Gegentiber der Fig. 3 fallt auf, dass jetzt such die let&e Komplexzone (x = o) 
eine symmetrische Konzentrationsverteilung aufweist. Das organ&he “Hilfsion”, 
das im UV-Licht sichtbar wird, weist dagegen extreme Schweifbildung auf, die sich 
bis fast an die Startlinie erstreckt. 

Tremmng in Gegenwart ekes adsorbierbaren Gmndelektrolytett 
Das Acetat des bisher verwendeten Grundelektrolyten wird unter Konstant- 

haltung der Ionenst%-ke und des pH-Wertes zu einem Viertel bis zur Halfte- durch 
die Dinatriumsalze der erwghnten Disulfons5uren ersptzt. In Gegenwart der gut an 
Papier adsorbierbaren organischen Ionen werden die Zonenprofile der Fig. 5 beob- 
achtet. 

Auch jetzt ergibt sich ftir die letzte Zone eine annahernd symmetrische Konzen- 
trationsverteilung, zumindest ist die Schweifbildung im Vergleich zu Pig. 3 stark 
verringert. Die am schnellsten wandernde Zone weist dagegen eine kometenartige 

Wandcrungsrichtung 

Fig. 5. Zoncnprofile in Gcgenwart adsorbierbarer Ionen im Grundclektrolytcn. Grundclektrolyt 
wie bei. Fig. 3. jedoch zu~einem Viertel bis zur HBlfte ersctzt duch das Dinatriumsalz von z-Naph- 
thylamin-6,8-disulfons&ure bzw:A~-Naphthol-3,6-disulfonsBure. Kom’plexgemisch wit bei Fig, 3, 
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Vorderfront auf. Bei gleicher Trenndauer sind die von den einzelnen Zonen zuriick- 
gelegten Wanderungsstrecken bei Anwesenheit der adsorbierbaren organischen Ionen 
im Grundelektrolyten urn etwa 10% grosser als in reiner Acetatlijsung. 

DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

Die bei der Ionophorese auf Tragermedien auftretenden charakteristischen 
Zoncnprofile lassen sich durch die Wahl des Grundelektrolyten beeinflussen. Die 
adsorptive Wechselwirkung zwischen dem Tx%ger und den wandernden Ionen ist um 
so ausgepragter, je grosser und hiiher geladen diese sind. . 

Verwendet man als Grundelektrolyten eine L&sung, die nur kleine einfach ge- 
ladene Ionen enthalt, z.B. einen Acetatpuffer, so ist die Wechselwirkung mit dem 
Papier gering, und es werden vorzugsweise die zu trennenden, zweifach geladenen und 
grijsseren Komplexionen adsorbiert . Das ftihrt mm kometenartigen Ausmiinden der 
Rtickfront. Folgen mehrere Zonen sehr dicht auf einander, so schieben sie sich vor 
einander her, d.h. die zurtickbleibenden Ionen der voranwandernden Zone werden 
durch die der nachfolgenden Zone desorbiert, Die Konzentrationsverteilung bleibt 
symmetrisch. 

Setzt man dem Grundelektrolyten grosse mehrfach geladene Ionen zu, so 
blockieren diese weitgehend die Adsorptionszentren. Die %one,nprofile gleichen denen 
in freier Losung. Die Ausschaltung der Adsorption der zu trennenden Ionen Bussert 
sich such in der Zunahme der Wanderungsgeschwindigkeit. Durch die Gegenwart 
gut adsorbierbarer Teilchen Xsst sich demnach die Umkehrung der Zonenprofile von 
der Gestalt b in c der Fig. I erreichen. 

Um symmetrische, gut auswertbare Zonen zu erhalten, gentigt erfahrungsgemass 
der Zusatz einiger Prozent der organischen Sal& zum Grundelektrolyten. 1st ihre 
Anwesenheit ftir nachfolgende Untersuchungen s&end, so empfiehlt sich ein kleiner 
Zusatz solcher gut adsorbierbarer Ionen zum Probegemisch, deren Beweglichkeit 
etwas geringer als die der Ionen der interessierenden Zone ist. Wie in Fig. 4 dargestellt, 
werden die Komplexionen der letzten Zone durch das auf das Papier aufziehende 
organische Ion verdrgngt, so dass sich ein symmetrisches Zonenprofil ausbildet. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Ausbildung unsymmetrischer Zonenprofilc wahrend der Ionophorese auf 
Tragern und in freier Losung wird durch konzentrationsabhangige Gleichgewichte 
erkkirt. Die bei der Papierionophorese zu beobachtende Schweifbildung beruht auf 
der adsorptiven Wechselwirkung zwischen dem Trtiiger und den zu trennenden Ionen. 
Sie l&St sich durch Zugabe mehrfach geladener grosser Ionen zum Grundelektrolyten 
bzw. zur Probehung weitgehend ausschalten. Die quantitative Auswertung der 
Pherogramme wird dadurch erleichtert . “4 
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