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SUMMARY 

Of1 the theory of eicctrophorelic ionfocussiug of irlorgartic ions with weak conlpksing 

agm Is 

The effect of electrophoretic ionfocussing is found in instances where the con- 
ditions for the usual explanation are not fulfilled. A qualitative explanation for these 
instances is given, which takes into account the inhomogeneity of the electric field 
and explains the separation into very narrow adjacent zones by the principle of 
isotachophoresis. 

_ _ 

EINLEITUNG 

Wie bercits in einer friiheren Arbeit’ erw!ihnt wurde, treten bci der elektro- 
phoretischen lonenfokussierung mit schwachen Komplexbildnern Ergebnisse auf. die 
nicht mit Schumachers Theorie213 erklart werden konnen. Nacb Schumacher (die 
ausftihrliche Darstellung der Theorie wurde in Lit. 2 und 3 gegeben) wird auf einem 
Papierstreifen ein Komplexbildnerkonzentrationsgradient erzeugt (in der Praxis mit 
Hilfe eines pH-Gradienten). Ein unkomplexiertes Metallion Me”+ wandert so weit 
kathodisch in Richtung steigender Komplexbildnerkonzentration, wobei stfindig die 
positive Durchschnittsladung abnimmt, bis die Komplexbildnerkonzentration aus- 
reicht, dass ein negativer Metall komplex MeX,‘,- gebildet wird und sich die Wan- 
derungsrichtung umkehrt. Ein anionisches Metallkomplexion wandert so lange ano- 
disch, bis die Komplexbildncrkonzentration zu klein wird und ein positives Ion ge- 
bildet wird, das in entgegengesetzter Richtung wandert. Eine sehr vereinfachte Dar- 
stellung ist in Fig. 1 gegeben. An jenem Ort des Trtigers, an dem die beiden Teilchen- 
fliisse gleich gross sind, werden die Metallionen angehiiuft. Es ist leicht einzusehen, 
dass dieser Ort vom pK-Wert der Komplexbildung abhangt. sodass Ionen mit ver- 
schiedenen pK-Werten getrennt werden kiinnen. Die Verhiiltnisse werden dadurch 

_ 
l Hcrrn Prof. Dr. K. Kratzl zum 60. Gcburtstag gcwidmct. 
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Fig. I. - -- --, Komplcxbildncrkonzentration : -, Gesamtmetallionenkonzentration nach dcr 
Fokussicrung. MeXn’-, z- fach ncgativ gcladcner Mctallkomplcx: McX+, x-fach positiv geladenes 
Metallion. 

kompliziert, dass protonierte Komplexe, Bikomplexe oder such gemischte Kom- 
plexe auftreten kiinnen, worauf Friedli und Schumacher4 bereits hingewiesen haben. 

WIDERSPRUCHE ZUR THEORIE DER IONENFOKUSSIERUNG 

Eine der wichtigsten Voraussetzungen ist das Vorhandensein einer geniigend 
grossen Komplexbildnerkonzentration im Kathodenraum, soclass negative Kom- 
plexionen gebildet werden k6nnen. 

Im Verlauf der in Lit. 1 beschriebenen Untersuc]lungen stellte sich bei Ver- 
wendung schwacher Komplexbildner heraus, dass die Ergebnisse nicht in der eben 
beschriebenen Weise gedeutet werden ktinnen. Die wichtigsten Tatsachen, die da- 
gegen sprechen. andererseits aber zu einet ErklSirung der Fokussierung fiihren, seien 
im folgenden angefiihrt. 

Nach elektrophoretischen Untersuchungen von Buchtela und Grass5 ergibt 
a-Hydroxyisobuttersaure erst bei Konzentrationen von iiber I.5 M und erhiihten 
pH-Werten bci gewiihnlicher Elektrophorese anodische Wanderungen von Seltenen 
Erden und Schwermetallionen als Folge der! Bildung negativkr Komplexe. Mit 0.3 M 
a-Hydroxyisobutterstiure von pH 3.5 konnten jedoch Trennungen von Schwermetall- 
ionen erzielt werden (Fig. 2). 

CitronensHure kann bei.hiiheren pH-Werter. mit Schwermetallionen anionische 
Komplexe bilden, doch konnte in einer Versuchsreihe der pH-Wert einer 1 M Ci- 
tronenstiure bis auf 2 erniedrigt werden. ohne dass sich das Fokussierungsmuster 
wesentlich Sinderte. Mit 0.1 M Citronensaure von pH 2 kommt es ebenfalls zu Tren- 
nungen, obwohl dabei die Bildung anionischer Komplexe ausgeschlossen ist. Die 
Citronenstiure liegt mit Ausnahme eines sehr geringen Anteils undissoziiert vor. (Eine 
gewiihnliche Elektrophorese, zur Kontrolle mit 1 M Citronensfiure von pH 2.5 
sowohl als Kathoden- als such Anodenlijsung ausgefiihrt, ergibt jedoch keine Tren- 
nung: ein Gradient ist also offensichtlich notwendig.) Versuche mit CitronensGure 

\r---- ~H=3.5 4 d-I=1 4 

C’r ki 
Fig. 2. Kathodcnlijsung, 0.3 M c+Hydroxyisobutterstiurc (pH = 3.5); Anodenliisung, 0.1 M Salz- 
siiure. 500 V, 30 min: Trlger, Papicr. 
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pH=2.5 --+ pH=l 

8 (B 

I\ 1 \ 
Cr&l%u Ni U02 Fe 

Cb 
Fig. 3. Kathodcnlijsung, I M Citroncnslurc (pt-I =s 2.5 cingcstcllt): Anodcnl6sung. 0.1 M Salz- 
siiufe. 400 V. 5 min: Triiger. Papicr. 

auf Polyacrylamid- und Kieselgelstiulen sowie Kieselgeldiinnschichten brachtcn 
gleiche Ergebnisse. 

Es war auffiillig. dass bei allen untersuchten a-Hydroxycarbonstiuren (Ci- 
tronensgure. a-Hydroxyisobutterstiiure, Weinstiure, Apfel- und Milchstiure) die Trenn- 
muster tiusserst tihnlich waren; Co, Ni, 0.1, Cr, Cd, Mn liegen stets unmittelbar an- 
einander anschliessend an einem Siusserst scharfen pH-Sprung (durch Aufspriihen 
eines fliissigen pH-Universalindikators leicht feststellbar) und wandern mit fort- 
schreitender Trennzeit langsam mit dem pH-Sprung zur Kathode. Fe wandert stets 
sehr scharf fokussiert, gefolgt vom deutlich abgesetzten UOZ. sehr langsam zur Anode. 
An ihren Fokussierungsorten lie@ kein PI-I-Gradient vor. (Fig. 3-5; die Zonen von 
Co, Ni, Cu, Cd, Cr, Mn sind in Wirklichkeit bedeutend schm5iler. als sie in dcr Ab- 
bildung dargestellt werden k6nnen. Eine genaue Festlegung der Grenzen der PI-I- 
Gebiete ist daher problematisch.) 

Werden S!iuren ollne a-Hydroxycarbonstiurestruktur verwendet (Malonstiure, 
Maleinstiure), so kommt es in keinem Fall zu einer Fokussierung, womit als erwiesen 
gelten kann, dass eine etwas st5irkere Komplexierung eine Rolle spielt. such wenn die 
Bildung negativer Komplexe nicht miiglicll ist. Wird der Komplexzerstijrer Salz- 

.- pH=2.54+-ppH=l . 

8 Q 

/ I I \ 
Cr Co \cu UO2 Fe 

Fig. 4. Kathodcnlijsung, I M Wcinsiiurc (pH = 2.5 cingcstcllt): Anodenkkung. 0.1 M Salzsiiure. 
400 V, 12 min : Triigcr, Papicr, 

LDH =I2 ~bH=l+ 

\ , I . 
cd C6 Cr Cu U02 Fe 

Ni 
Fig. 5. Kathodcnlbsung, 0.1 M Apfclstiiurc (pH = 12 cingcstcllt); Anodcnliiscrng, 0.1 M Salzsiiurc. 
300 V, 8 min ; Triigcr, Papicr. 
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&iure durch Schwefelstiure ersetzt, so t’okussidren bei gleichbleibendcr Kotnplex- 
bildnerliisung zwar Cu, Co, Ni, Cr, jedoch nicht Ft und UOz. 

Werden Cu und Cr oder Ni und Cr mit Citronenstiure fokussiert, so liegen die 
Fokussierungslinien ganz eng beieinander. Wird nachtrtiglich Co zugefiigt (der Ver- 
such wird am einfachsten auf Papier oder Kieselgelschicht ausgefiihrt). so wandert 
dieses unabhbngig vom Auftragungsort zwischen Cu und Cr bzw. Ni und Cr und 
“schiebt” sie auseinander. Die Breite des Co-Fokus ist dabei proportional dcr Co- 
Menge. Dieser Effckt ist nicht notwendigerweise ein Widerspruch zur Theorie Schu- 
machers, da er aucll auftreten kann, wenn eine tnakroskopische Menge den pH- 
Gradienten stiirt. doch es wird (in Auftrennung in Zonen -1sotachophorese) ge- 
zeigt, dass damit die Trennung such in jenen Fallen erkltirt werden kann, in denen die 
Bildung negativer Komplexe und damit die Schumachersche Theorie ausgesclllossen 
ist. 

Bei der Ableitung der ausfiillrlichen Theorie3 wurde von Schumacher eine Reihe 
von Voraussetzungen getroffen. von denen in der Praxis kaum eine erfiillbar ist. So 
zum Beispiel: “Eine verdiinnte Lasung in einem inerten Elektrolyten, homogenes und 
stationgres Feld, keine konvektiven Striimungsfelder, Vernachltissigung der inter- 
ionischen Wechselwirkungen, . . .“. Eine diesbeziigliche Betrachtung findet sich in 
Lit. 3. Die Form des Gradienten wiirde sich aus der Behandlung der elektrischen 
Wanderung einer Vielzahl von Ionen ergeben, was kaum miiglich ist, und ist nicht 
streng stationiir realisierbar. Da aber die Trennung von der Form des Gradientcn ab- 
htingt, ist anzunehmen. dass die Wanderung der lonen im elektrischen Feld fiir die 
Trennung von hijchster Bedeutung ist. Wir werden darauf zuriickkommen. 

Besonders wichtig ist. dass das elektrische Feld im Trennbereich nicht homogen 
ist. So wurde von Schumacher und Streiff” die FeldstSirke in den Systemen Nntrium- 
acetat-Salzstiure, Nitrilotriessigstiure-SalzsSiure und ~thylendiamintetraessigstiure- 
Salzsiiure gemessen, aus denen hervorgeht. dass Variationen urn mehr als das zwanzig- 
fache auftreten -bcdingt durch die Bildung und Anhiiufung von undissoziierter 
Komplexbildnerstiure in einer breiten Zone. Ausserhalb dieser Zone betrggt die Feld- 
st5irke bei einer Gesamtspannung von 500 V IliSchstens einige Volt pro Zentimeter. 
Der kathodenseitige Feldabfall fiillt mit dem pH-Sprung zusammen ‘(Fig. 6). 

Fig. 6. Feld- und pH-Vcrlauf bei dcr’ clcktrophorctischcn Ioncnfokussicrung 
plcxbildncrn nach liingercr Trennzcit (schcmatisch). 

FOKUSSIERUNG UND STATIONARER ZUSTAND 

mit schwachcn Kom- 

Die Tatsaclle des stark inhomogenen Feldes nehmcn wir zum Ausgangspunkt 
einer Interpretation der erhaltenen Versuchsergebnisse und dntwickeln in1 folgenden 
eine Erkltirung des Fokussierungseffektes, wenn keine anionischen Komplexe miiglicll 
sind. 
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Wenn lonen aus dem Gebiet sehr hoher in tin Gebiet sehr niedrigcr Feld- 
sttirke eintrcten, so werdcn sie abgebremst und dabei auf eine schmale Zone zusam- 
mengedriingt. Diese Mdglichkeit der nichtstationtiren Konzentrierung von lonen 
wurde ebcnfalls von Schumacher3 erw$hnt. doch kiSnnen wir nicht seiner Ansicht 
zustimmcn, dass sich diese Ionen auf’dem Weg normaler Elektrophorese voncinander 
trennen k6nnen. Alle von uns durchgefiihrten Versuche. bei denen die Bedingungen 
nicht fiir eine clektrophoretische Ionenfokussierung ausreichcn (ZLI niedrige Kom- 
plexbildneranionenkonzentration) zeigen keine Trennung entsprcchend einer norma- 
Ien Elektrophoresc (z.B. Fig. 2-5). Insbesondere bleiben die lonen stets ganz eng am 
pH-Sprung und damit am Ubergang vom grossen zum kleinen Feld fokussiert -un- 
abh!ingig von der Zeit. was bei Annahme ciner normalen Elektrophorese nach er- 
folgter Fokussicrung unmiiglich ist. Ausserdem miisste bei normaler Elektrophorese 
eine enormc Zonenverbreiterung durch Diffusion crfolgen. 

Wit bereits erwiihnt. herrscht bei einer angelegten Gcsamtspannung von 500 V 
ausserhalb der Zone holler Feldstiirke ein Spannungsgef!ille von nur einigen Volt 
pro Zentimeter. Einc einfache Rechnung ergibt. dass bei einer Beweglichkeit von 50 
cm2/0hm bei einer FeldstSirke von 1 V/cm eine Wanderungsgcschwindigkeit von un- 
gef!ihr 0.3 mm/min ( 18 mm/h) resultiert. Da diese Wanderungsgeschwindigkeit sehr 
klein ist und, wie in1 folgenden gezeigt wird, die wirkliche Geschwindigkeit infolge 
Komplexierung noch erhcblich darunter lie@. kann dies bei kurzen Trennzeiten von 
einigen Minuten, wie sic meist angewendet werden, den Eindruck eines stationtiren 
Zustandes vort8uschen. Bei unseren meist Ianger dauernden Versuchen konnte eine 
sehr langsame Verschiebung festgestellt werden. 

Gleichzeitig verschiebt sich aber such der pH-Gradient und damit die Zone 
holler Feldsttirke kathodenwtirts, da es durch den praktisch unbegrenzten Nachschub 
an Komplexbildner und -zerstiirer ZLI einer fortgesetzten Ablagerung von freier Kom- 
plexbildnersiiure und damit zu einer bciderseitigen Verbreitcrung der Zone holler 
Feldstlirke kommt. Die Verschiebung des Feldstiirkesprunges ist damit f’iir die Wan- 
derungsgeschwindigkeit der Metallionen massgeblich. 

Wcnn die Kationen in die Zone niedriger Feldstnrke einwandern. so treffen 
sie auf die Anioncn der Komplcxbildner. Rcicht die Konzentration der Anionen ZUI 
Bildung negativer Komplexe aus, so ist ein Mechanismus nach Schumacher durchaus 
denkbur. Reicht die Konzentration (wie in unsercn hier betrachteten FBIlen) jedoch 
nicht ws, so wcrden die Kationen zumindest zum Teil komplcxiert. Durch die damit 
bewirkte Erniedrigung der durchschnittlichen positiven Ladung wird die Beweglich- 
keit zus~itzlich erniedrigt. Damit im Einklang steht, dass die von uns untersuchten 
organischen SSiuren ohne a-Hydroxycarbonsiiurestruktur (Malonstiure, Muleinsiiure) 
keine Fokussierungcn geben. Die stiirkere Komplexbildung spiclt also offensichtlich 
eine wesentlichc Rolle. 

Der Vollstiindigkeit hulber sci erwUhnt. dass aul‘ Papier und Diinnschichten 
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bci der Elektrophorese der bekannte Dochteffekt c?uftritt (bei Verwendung im fli.issigen 
Kiihlmittel ftillt er nicht ins Gewicht), tier pmktisch such cinen Gegenstrom zur Wan- 
derungsrichtung der Kationen darstellt und diese weiter abbremst. Der Dochteffekt 
tritt bei Polyacrylamidgel nicht auf, auf diesem TrCiger wurden aber ebenfalls Fokus- 
sierungen durchgefiihrt. Dieser Effekt scheint daher eine untergeordnete Rolle zu spie- 
len. 

Wir glauben. mit diesen Argumenten. die durch die Experimente erhgrtet 
wcrden. die Miiglichkeit der Fokussierung und eines angentihert stationtiren Zustan- 
des such ohne Bildung negativer Komplexe hinl!inglich bewiesen zu haben. 

AUFTRENNUNG IN ZONEN -1SOTACHOPHORESE 

An den Versuchen ist besonders auffUlig, dass z.B. die lonen Cu, Mn, Ni. Cd, 
Cr. Co (Z-B. Fig. 2-5) stets ohne jeden Zwischenraum dirckt aneinander fokussiert sind. 
Es wurde schon berichtet. dass nachtrtiglich zugefiigtes Co bereits aneinander fokus- 
siertes Cu und Cr bzw. Ni und Cr auseinanderschiebt und dass die Breite des Co- 
Fokus proportional der Menge ist. Diese Erscheinungen weisen grosse ijhnlichkeit 
mit Trennmustern auf, die nach der Methode der lsotachophorese gewonnen werden. 

Bei der lsotachophorese wird auf einen TrSiger kathodenseitig eine Lijsung mit 
einem Kation mit grosser Beweglichkeit (“leading ion”). anodenseitig eine L&sung 
mit einem Kation kleiner Beweglichkeit (“trailing ion”) aufgebracht. Fiigt man zwi- 
schen diese beiden Lijsungen ein Gemisch von Kationen zu. deren Beweglichkeiten 
dazwischenliegende Werte besitzen. so wander11 nach dem Anlegen der Spannung 
s!imtliche Kationen zur Kathode und trennen sich voneinander in der Reihenfolge 
ihrer Beweglichkeiten in dicht aneinander anschliessende Zonen. Die Konzentration 
eines jeden Ions in seiner Zone ist durch die Regulationsfunktion (.cv) nach Kohl- 
rausch’ gegeben : 

W = c - ” = const. 
I 111 

wobei c*( die Konzentration und uf die Beweglichkeit des Ions i darstellen. Eine 
schematische Darstellung wird in Fig. 7a gegeben. 

Das Prinzip der Isotachophorese ist zur Trennung von sowohl Kationen” als 
such Anionen9**” verwendbar. Wird zu zwei Kationen eines mit dazwischenliegender 
Beweglichkeit zugefiigt, so schiebt es sich zwischen die beiden betreffenden Kationen. 
Solche Kationen, such “spacer” genannt. wurden von Wicdemann und Vestermark1’**2 
zur Trennung anorganischer lonen und such Isotopen benutzt. 

Die von uns erhaltenen Trennmuster k6nnen ebenfalls nach dem Konzept 
der Isotachophorese erkl!irt werden : Die Rolle des leading ion (Ion mit grosser ef- 
fektiver Beweglichkeit) kann in Liisungen niedriger pH-Werte dem H30+ zuge- 
schrieben werden (KI in Fig. 7). andererseits steht in Liisungen hohen pH-Wertes 
etwa in Na+ (z.B. in Liisungen von Natriumcitrat) ebenfalls ein Ion hoher Beweglich- 
keit zur Verfiigung. Die darauffolgenden Kationen KI, Kz, * - - sind dann positive 
Metallkomplexionen. Es sei in diesem Zusammenhang an den oben beschriebenen 
Einfluss des Komplexbildners erinnert. Dass nicht nur positive Metallionen hier be- 
teiligt sind, geht such daraus hervor, dass in verschiedenen Komplexbildncrn die 



ELEKTROPHORETISCl-lE IONENFOKUSSIERUNG 271 

c 
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(b) llr 
Fig. 7. K. Kation: K,. “leading ion”: K,, “trailing ion”. ,I, :i 11, z:. 14~ 1‘:. ,,., - . s I_.. I(,; c, Konzcn- 
tration : E, Fcldstlrkc. 

Reihenfolge der Fokussierungen etwas vertindert ist (vgl. Fig. 2-5). wiihrend sie beim 
gleichen Komplexbildner bcliebig oft reproduzierbar ist. Es scheint jedoch aussichts- 
los, Mutmassungen iiber die Art der Komplexe anzustcllen. da nicht nur zuwenig 
Daten i.iber die in Frage kommenden Komplexgleichgewichtc bekannt sind. sondern 
such iiber die an den betreffenden Stellen herrschenden Konzentrationen, pH- 
Werte und Aktivittitskoefizienten nichts ausgesagt wet-den kann. Die Fokussierungs- 
linien sind so schmal, dass pH- und besonders Komplexbildnerkonzentrationsmes- 
sungen innerhalb einer Zone kaum vorgenommen werden kiinnen. 

Als trailing ion (Ion mit kleiner cffektiver Beweglichkeit) fungiert ebenfalls 
H30+. Nach dem Anlegen der Spannung bcginnt sich nlimlich freie Sliure abzu- 
lagern, in der die Dissoziation und damit such die effektive Bcweglichkeit von H30+ 
Busserst gering ist. Damit sind beide Voraussetzungen t’iir die Isotachophorese 
(“schnelles” und “langsames” Ion) erfiillt. 

Aus der schematischen Darstellung der Konzentrationen in Fig. 7a ltisst sich 
eine entsprechende Feldverteilung ableiten. die in Fig. 7b gegeben ist. Ein Vergleich 
mit dem kathodenseitigen starken Spannungsabfall bei unseren Versuchen (Fig. 6) 
zeigt eine prinzipielle Ubercinstimmung. 

Wghrend bei der Isotachophorese die angegebene Feldverteilung wtihrend 
der Trennung in die einzelnen Zonen entsteht, wird sie bei unseren Versuchen primiir 
durch die gleichzeitige Ausbildung des pH-Gradienten erzeugt. Dabei sollte ein Auf- 
tragen der lonen auf der sauren Seite. um ein Ausfallen zu vcrhindern, nahe dem Ort, 
an dem die beiden Elektrodenltisungen zusammentreffen. fiir eine m~glichst schnelle 
Fokussierung giinstig sein. Dies wird durch die experimentelle Erf;ihrung besttitigt. 

. 

FOKUSSIERUNG VON Fc”+ UND UOrZ+ 

Wie bereits erwtihnt wurde (und aus den Fig. 2-5 ersichtlich ist) verhalten sich 
Fe und UOz abweichend von den anderen bisher untersuchten Metallionen. Fe 
wandert ausgezeichnet und UOz (meist weniger gut fokussiert) iiusserst langsam zur 
Anode. Dieses Verhalten ist aber an die Verwendung von Salzsaure als Anoden- 
I&ung gebunden: beide lonen werden bei Verwendung von SchwefelsUure nicht fokus- 
siert. 

Fe bildet mit dell untersuchten a-Hydroxycurbons!iuren recht stabile Kom- 
plexe. Wir nehmen an. dnss anionische gemischte Chlorkomplexe gebildet werden. 
Dem von Schumacher angcgebenen Mechanismus steht entgegen, dass an den Fo- 
kussierungsstellen des Fe und UOz kein pH-Gradient vorliegt. Eine Fokussierung am 
anodenseitigen Uberg:ang von hohem zu niedrigem Feld analog zu den Verhjiltnissen 
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bei der Fokussierung von Cu. Co, Cr... am kathodcnseitigen Ubergang wtire denkbar 
(Fig. 6). Dagegen spricht jedoch, dass Fe und U02 deutlicll voneinander getrennt 
sind. Dieses Verhalten wird nocll Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 

Aus diesen Untersucllungen ergibt sic!1 eine Erkltirung fiir den elektrophore- 
tiscllen FokussierungseFfckt, die in jenen FBllen giiltig ist, in denen die Vorausset- 
zungen fiir eine ErklHrung, wie sie von Schumacller angegeben wurde, nicht gegeben. 
sind. Ein Mechanismus nach Schumacher ist bei Ilohen Komplexbildneranionen- 
konzentrationen durckaus miiglich, docll nehmen wir an, dass such in diesen FBllen 
das Wanderungsverhalten der Komplcxe und vor allem die Feldinllomogenitiit eine 
weitaus grbssere Rolle spielen. als bisher angenommen wurde. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Der Effekt der elektrophoretischen lonenfokussierung tritt such in Fillen auf. 
in denen die Voraussetzungen f!.ir die bisher iibliclle Interpretation nicht gegeben sind. 
Es wild llier eine qualitative Erklgrung fUr diese Ftille angegeben, die fiir die Fokus- 
sierung die auftretende Feldinllomogenittit beriicksichtigt und die nachfolgende Tren- 
nung in sellr scharfe aneinanderliegende Zonen auf das Prinzip der Isotachophorese 
zurtickfiihrt. 
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