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APPARATUR ZUR HOCHSPANNUNCSlONOPHORESE IM TEMPERATUR- 
GRADIENTEN 

E. BLASIUS, l-i. AUGUSTIN und G. KLEMM 

SUMMARY 

A new separation chamber for ionophoresis in a temperature gradient has 
been developed. Peltier elements arc used for cooling imd for setting the variable gru- 
dient. The better separations obtained in the case of a temperature gradient, compared 
to those obtained with a constant temperature. are demonstrated. A higher separation 
efficiency of about 30’;/, is attained for polythionates. Non-aqueous solutions are also 
included in the investigations. 

EINLEITUNG 

Bei der lonophorese beeinflussen Trtigermaterial, Grundelektrolyt, Feldsttirke 
und Trenntemperatur die lonenbewcglichkeit und die Diffusion. Die Ionenbeweg- 
lichkeiten steigen urn 2 bis 3 ‘A pro Grad Temperaturerhijhung an’. so dass die Trenn- 
zeiten bei hijheren Temperaturen dementsprechend kiirzer werden. Weiterhin werdcn 
in einem Temperaturgradienten schnell wandernde Ionen zustitzlich beschleunigt, 
Iangsam wandernde bleiben mehr zuriick. so dass die Trennungen besser werden. 
Die mit steigender Temperatur wegen erhBhter Diffusion parallel gehende Zonenver- 
breiterung verschlechtert andcrerseits wieder die Trcnnung. 

Fiir jedes ionophoretische Trcnnproblem gibt es daher, was die Trenntem- 
peratur betrifft, optimale Bedingungcn. Man arbeitet entweder bei konstanter Tem- 
peratur oder im Temperaturgradienten. Ein Verschieben der Trenntemperatur in 
den Bereich < -5” kann bei Verwendung nichtwtissriger Grundelektrolyte erreicht 
werden. 

In dieser Arbeit wird eine neue Trennkammer beschrieben, mit der einerseits 
jede beliebige konstante Trenntempcratur in einem bestimmten Bereich eingestellt 
und andererseits ein Temperaturgradient Itings der Trennstrecke angelegt werden 
kann. Ausgew8hlte Beispiele zeigen, dass in vielen Ftillen Trennungen im Tempera- 
turgradienten denen bei konstanter Temperatur Uberlegen sind. Die Verwendung nicht- 
wtissriger Grundelektrolyte wirkt sich bei speziellen Trennungen, z.B. von hydrolyse- 
empfindlicllen Substanzen. vorteilhaft iius. 
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Fig, I, Schcmatische Darstellung der Trennkammcr mit Pclticrbatterien. (a) Sicht von obcn. (b) 
Scitcnansicht und (c) Sicht von untcn. 

CNEMIKALIEN UND GERb;TE 

Die Aminosiiuren sind p.a.-Substanzen., bezogen von Merck (Darmstad t, 
B.R,D.), Fluka (Buchs, Schweiz) und Schuchardt (Mtinchen, B.R.D.). Die Poly- 
thionate stellt man aus 34S-markicrtem SClz (Buchler, Braunschweig, B.R.D.) und 
Na2S20J nach den in der ;Literatur iiblichen Verfahren2 dar. Gemischtligandkom- 
plexe des Chrom(Il1) werden nach Literaturangaben3 dargestellt. Sonstige Verbin- 
dungen waren p.a.-Substanzen von Merck und Fluka. 

Verwendet wird Ionophoresepapier Nr. 2043 bmgl von Schleicher & Schi_ill 
(Dassel, B.R.D.). Als HochspannungsgerCit dient ein Power Supply von Camag 
(Berlin. B.R.D.), als Temperaturmessgergt ein TEM-I, von RIIC (London, Gross- 
brittanien). 

Die Aktivittitsverteilungskurven werden mit dem Papierchromatogramm- 
Scanner LB 280 von Berthold (Wildbad. B.R.D.) aufgenommen. 

BESCHREI BUNG DER TRENNAPPARATU R 

Die neue Trennapparatur behalt in Anlehnung an frtiher beschriebene4*J das 
Prinzip der Aluminiumktihlplatte (hier 60 cm lang, 20 cm breit und 3 mm dick) und 
der elastischen Anpressung des Triigermaterials bei.. 

_ . 

Die Ktihlung erfolgt mit 16 Peltierbatterien (PKE 36 C 101, Hermann KiShler 
Elektrik, Niirnberg, B.R.D.). Sie sind. wie in Fig. Ic ersichtlich, unter die Alumi- 
niumkiihlplatte geschraubt. Das Schema der Kammer gibt Fig. 1. 

An vier Stellen der Platte wird tiber vier Thermistoren der Strom von je vier 
zusammengeschalteten Peltierbatterien geregelt. Dadurch stellt sich eine frei w8hl- 
bare Temperatur von - 15” bis 35” an jeder dieser vier Stellen ein. Das Prinzipschalt- 
bild ist aus Fig. 2 ersichtlich. 
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Fig. 2. Prinzipschaltbild dcr Apparotur nlit PclticrkQliluny. 

Beim Einschalten ijffnet sich das Magnetventil, so dass Leitungswasser durch 
die Peltierbatterien fliesst. 1st die am Druckwtichter festeingestellte Durchlaufmcnge 
des Wassers erreicht, schaltet das Druckwtichterrelais stimtliche Regel- und Steuer- 
einheiten ein. Mit der Briickenschaltung zur Temperaturmessung wird der elektrische 
Widerstand des Thermistors gegen den von aussen mit dem Digitalknopf vorge- 
wtihlten Widcrstand gemessen. Bei Ungleichheit wird der Strom durch die Einheit 
von je vier Peltierbatterien so gesteuert, dass sie entweder aufheizen oder abkiihlen. 

Die Regel- und Steuereinheiten sind in einem Einschubgehtiuse (75 x 45 x 
30 cm) untergebmcht. Die Stellung eines der vier Digitalkn6pfe und die zugehdrige 
Temperatur an dem betreffenden Thermistor sind aus Fig. 3 zu entnehmen. Das 
Schaltschema des Gertites gibt Fig. 4. 

Der maximal erreichbare Gradient betriigt 0.75”/cm. Er kclnn entweder gerad- 
linig oder V-f8rmig angelegt werden (Fig. 51, Die Temperaturmessung zu Fig. 5 
erfolgt unter Einbeziehung der Plattenenden in Absttinden von 5 cm mit einem 
Thermoelement. 

Auf der warmen Seite des Ionophoresetrtigers ist die elektrische Feldsttirke 
geringer. Damit dieser Feldstiirkegradient wilhrend der Trennung dem Temperatur- 
gradienten nicht entgegenwirkt. wird das Triigermaterial (Papier- oder Dtinnschicht- 
folie) keilformig zugeschnitten (Fig. 6). Das schmale Ende des Streifens legt man auf 
die warme Seite der Aluminiumplatte. Das Kantenliingenverhiiltnis des Streifens rich- 
tet sich nach dem jeweiligen Trennproblem. 
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Fig:. 3. Eichkurvc fiir die Digitalanzcigc. 
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Fig. 4. Tcmperaturgradicnt bci Pcltierkiihlung --Schultschcnw 
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fiir eine Kiihlgruppc. Rcgclbrcite: 
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Fig. 5. Tempcratur auf dcr Ktihlplnttc bci gcradlinigcm Cradientcn (a) und V-fiirmigem Gmdientcn 
(b). 0, Einstell- und Mcsspunkte: 0, Messpunkte. 

Fig. 6. Trennung von [Cr(CN),(NCS),-.$’ (x --. l-4). (a) Bei O”, (b) bci 10” und (c) im geradlinigen 
Tcmperaturgradienten. 
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TRENNBEISPIELE 

In Fig,. 7 ist die Trennung eines AminosCiuregemisches im geradlinigen Gra- 
dienten gezeigt. Die Zonen sind mit Ninhydrin angefhbt”. Bei pH 1.64 des Grund- 
elektrolyten wandern die AminosSuren als Kationen. Die Trennung im Temperatur- 

+ _ 

(a) I-- 

Fig. 7. Trennungcincs Aminostiuregemischcs bci pH = 1 .G4. (a) Bci 0”. (b) bei 10” und (c) im gerad- 
linigen Tcmpcraturgradicntcn. Spannung, 4000 V: Stromsttirkc. 8-15 mA; Grundclektrolyt, 2.5 M 
CH#OOH-I ,0 M HCOOH: Trcnndauer, 40 min: Gradient in (c), 0.75”/cm: Kantenliingenverhiilt- 
nis, 5 cm:3 cm. 1 = Valin: II -= n-Alanin: III - Glycin: IV - Arginin: V - /?-Alanin. 
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Fig, 8. Trennung tines Aminosluregcmischcs bei pH = 5.2. (a) Bei 0”. (b) bci 10” und (c) im V- 
ftirmigen Tempcraturgradicnten. Spannung, 4000 V: StromstNrkc, 20-25 mA; Grundelektrolyt, 0.2 
M CH,COOH-0.25 M CSHSN; Trenndaucr, 45 min; gradient in (c), 0.75”/cm: Streil’enbreite, 4 cm 
am Start und 3 cm an den Enden. I = Asparaginslure: II = Serin, Vttlin: III = /SAMin; IV -- Ar- 
ginin: V = Histidin. 
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Fig. 9. Aktivit&tsvcrteilungskurven cincs gctrcnntcn Gcmisches aus %sO~~- rind J5SaOnz-. (a) Bci 
0” und (b) im geradlinigcn Tcmperatwgradicntcn. SpannunS, 3000 V: StromstLirke, IS mA: Grund- 
elcktrolyt, 0.3 M CH5COONa-0.’ ‘r M CH&OOH: Trcnndauer, GO min; Gradient in (b), 0.75”/cm; 
KnntcnllngcnvcrhLlltnis, 5 cm:3 cm. 

gradienten (Beispiel unten) ist deutlich besser als die bei 0” (B&pie1 oben). Bei der 
konstanten Temperatur von 10” (Beispiel Mitte) wandern die Aminosliuren zwar 
weiter als im Gradienten, die Abstiinde zwischen den Zoncn sind jedoch kleiner und 
infolge Zonenverbreiterung ist Arginin von @-Alanin nicht sauber getrennt. 

In Fig. 8 ist die Trennung eincs AminosBuregemi’sches im V-fiirmigen Gradien- 
ten dokumentiert. Asparaginstiure liegt bei dem eingestellten pH von 5.6 als Anion vor. 

Auch in diesem Beispiel ist die Trennung im Temperclturgradienten eindeutig 
am besten. 

Die Trennung eines Gemisches von 35S4062- und 3sS5062- ist anhand der 
Aktivit&sverteilungskurven in Fig. 9 gezeigt. 
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Fig. IO. Trennung von [Cr(CN),(NCS),_.$- (x = l-4). Spannung. 3000 V: Stromstarke bci (a) 25 
mA und bei (b) 7 mA; Grundclektrolyt bci (a) 0.2 M CHJCOONa-0.1 M CHJCOOH-Wasscr tmd 
bci (b) I M NaSCN-CHJCN. Trenndaucr bci (a) 50 min und bci (b) IS min; Tcmpcratnr, --2”, 
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Die Verbesserung der Trcnngiitc im Temperaturgradienten gegeniiber der bei 
konstanter Temperatut von 0” ltisst sich quantitativ angeben’ 

R, - 

wobei 
R, = 
Z( = 
cr, = 

Aufltisung, Mass fiir die Trenngiite 
Abstand der Zonenmitte vom Start 
halbe Bandenbreite bei 60.7% der Bandenhahe. 

Als Mittelwerte aus vier Versuchsergebnissen ergibt sich eine Aufliisung von 
1.4 bei 0” Trenntemperatur und 1.8 im Temperaturgradienten. Dies entspricht einer 
Verbesserung der Trenngste von 28.6 ‘x,. 

VERWENDUNG EINES NICHTW#SSRIGEN GRUNDELEKTROLYTEN 

Nichtwtissrige Grundelektrolyte l&en in vielen FHllen das PVC der Elektro- 
dentrijge und/oder die Plastikfolie zwischen Aluminiumklihlplatte und den lono- 
phoresestreifen. Daher werden Glastriige und PTFE-Folien eingesetzt. 

Fig. 10 zeigt am Beispiel der Trennung gemischter Cyanothiocyanatochromate 
(I I I). dass die Verwendung eines nichtwiissrigen Grundelektrolyten zu einer wesent- 
lichen Verkiirzung der Trennzeit bei gleichbleibender Trenngiite ftihrt. Die Zonen 
sind an ihrer Eigenfarbej erkennbar. 

DANK 

Die Untersuchungen wurden im Rnhmen des Sonderforschungsbereiches 
“Analytik” durchgefiihrt. 

ZUSAMMENFASSUNG 
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Es wird eine neue Trennkammer fi,ir die Ionophorese im Temperaturgradienten 
mit Peltierkiihlung entwickelt. Wie anhand von Beispielen gezeigt wird, sind die 
Trennungen im Temperaturgradienten besser als bei konstanter Temperatur. Speziell 
bei Polythionaten betrSigt der Unterschied in der Trenngiite rund 30%. Auch auf die 
Verwendung nichtwtissriger Grundelektrolyte wird eingegangen. 
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