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SUMMARY
A modified apparatus for carrier-free continuous ionophoresis

A simply constructed separation apparatus for carrier-free continuous iono-
phoresis is described. The main parts of the apparatus are made of Plexiglas (Perspex}
and are exchangeable. The separation surface can thus easily be renewed after work
with radioactive or biological material. The liquid layer thickness can be chosen within
wide limits. The capabilities of the apparatus are shown with the help of two sepa-
ration examples.

EINLEITUNG

In der Literztur sind verschiedene Apparaturen zur trigerfreien Purchfiuss-
ionophorese beschrieben!~%, die fast alle auf dem zuerst von Barrollier ef 2/ angege-
benen Prinzip beruhen. Die Voraussetzung fiir erfolgreiche Trennungen in einem
trigerfreien Medium ist die Konstanthaltung aller Parameter innerhalb der Trenn-
apparatur. Dies fithrt letztlich zu einem erheblichen apparativen Aufwand. Eine im
Handel erhiltliche Apparatur, Elphor VaP-5 (Bender & Hobein, Minchen, B.R.D.},"
hat sich bewdhrt und wird vor allem zur Ldsung medizinischer und biochemischer

* Trennprobleme herangezogen.

Bei der hier beschriebenen Apparatur wird auf komplizierte Regel- und Steuer-
vorrichtungen verzichtet und grosser Wert auf eine leichte Austauschbarkeit einzelner
Bauteile gelegt, so dass nach Arbeiten mit radicaktivem oder biologischem Material
die Trennfliche schnell und einfach erneuert werden kann. Ihr Einsatz beschrankt sich
. nicht nur auf die Durchfithrung von Durchflussionophoresen. Es kénnen auch Tren-
- nungen im pH-Gradienten, Isotachophoresen und Komplexfokussierungen durchge-
- fihrt werden.

- CHEMIKALIEN UND GERATE

Die Aminosduren sind p.a. Substamzen, bezogen von Merck (Parmstadt,
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B.R.D.), Fluka (Buchs, Schweiz) und Schuchardt (Miinchen, B.R.D.). Sonstige p.a.
Substanzen stammen von Merck.

Als Hochspannungsgerdt dient ein hochstabilisiertes Netzgerit von Knott
{Minchen, B.R.D.). Die Kihlung erfolgt mit einem Ultra-Kryomat K 40 BW der
Messgerdte-Werke Lauda (Lauda, B.R.D.). Die photometrische Auswertung wird
mit dem Spektralphotometer PM2D von Zeiss (Oberkachen, B.R.D.) vorgenommen.

TRENNAPPARATUR

Die Trennapparatur besteht aus zwei rechteckigen Kristaliglasplatten, die
parallel in bestimmtem Abstand {ibercinander angeordnet sind und so den eigentlichen
Trennraum bilden. Die Abmessungen der oberen Glasplatte betragen 320 X 210 x 4
mm und die der unteren 320 X 250 X 4 mm. Die gesamte Kammer ist 40 cm lang und
29 cm breit. Da die beiden Glasplatten gegeneinander versetzt sind, ist eine ausreichen-
de Kiithiung an den Zufiussstellen (i2, Fig. 1) im Bereich der Abflussschlduche ¢13,
Fig. 1) und an den Membranen (16, Fig. 2) gewihrleistet.

Fig. I zeigt den schematischen Lé&ngsschnitt durch die Tremnapparatur. In
zwei 25 mm dicke Plexiglasrahmen (1} ist je eine Glasplatte (2) eingelegt. Sie schliessen
nach dem Zusammenbau der Apparatur biindig mit dem Plexiglasrahmen ab. Dabei
werden die Gummiringe (8} leicht zusammengepresst und dichten so den Trennspalt
gegen den Kihiraum (3} ab. Die beiden Rahmen werden durch 16 Steckschrauben zu-
sammengehalten, die gleichmaéssig am Rand verteilt sind. Ein konstanter Abstand von
0.4 mm zwischen den beiden Platten wird durch PVC-Abstandsstreifen (6, 7} am Rand
sowie kleinen PVC-Pldttchen (2 x ! mm}) im Trennspalt selbst, gewéhrieistet. Man
vermeidet dadurch auch weitgehend eine Verformung des Trennspaltes, die durch ei-
nen leichten Uberdruck im Kiihikreisiauf auftreten kann. Die PVC-Plittchen beein-
trichtigen die Trennung nicht. Die Abdichtung des Trennspaltes geschieht durch einen
Gummiring (%), der an den vier Ecken durch im Plexiglasrahmen der Unterplatte
eingelassene Zapfen (10) gehalten und beim Zusammenschrauben der Platten bis auf
die Dicke der Abstandshalter zusammengepresst wird. Die Haltezapfen in der Unter-
platte und die dazugehdrigen Aussparungen (11} in der Oberplatte verhindern auch ein
Verschieben der beiden Platten gegeneinander.

Der Grundelektrolyt gelangt Gber neun Zuflusstiilien (12), die in den Plexiglas-
rabmen der Oberplatte eingelassen sind, in breiter Front in den Trennspalt. Auf der
gegeniiberliegenden Seite befinden sich als Abfiiisse 118 Polydthylenschifuche (13},
die in einem 3 mm dicken und 21G mm langen Spalt nebeneinander eingesetzt sind.

- Sie werden durch einen schmalen Keil festgekiemmt und nach aussen mit “UHU-
plus” und nach innen mit Siliconkautschuk abgedichtet. Am Ende der ungefZhr45cm
langen Polydthylenschlduche sind Kapillaren angebracht. Sie stecken in einer Plexi-
glaspiatte, die auf dem Reagenzglasgestell aufiiegt und durch Justieren in die Waage-
rechte ein gleiches Ablaufniveau gewéhrleistet. Der Zufluss der Analysenldsung er-
folgt iber eine der beiden PVC-Tiillen (14), die 40 mm von den Grundelektrolytzu-
fiissen entfernt in die obere Kristallglasplatte eingelassen sind. Dieser Abstand be-
-wirkt eine ausreichende Vorkithlung des Grundelektrolyten und damit im Bereich der -
Analysenzufuhr eine gleichférmige und laminare Strémung. Die beiden Zufiuss-

“stellen lassen eine Ausnutzung der gesamten Kammerbreite unter verschiedenen Be-

dingungen zu.
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Fig. 2. Schematischer Querschnitt durch die Trennapparatur. 1 = Plexiglasrahmen, 2 = Kristali-
glasplatte, 3 = Kithlraum, 4 = Gewindeldcher fr Steckschrauben, 5 = Bohrungen fir Steckschrau-
beri, 7 = Abstandshaiter, 8 = Gummiring, ¢ = Gummiring, 15 = Elektrodentrog. 16 = Austau-
schermembran, 17 = Dichtung. 18 = Abstandshalter.
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Fig. 3. Schematisches Biockschaltbild. 2 = Vorratsgefass fir Grundelektrolyt, b = Schlauchpumpe,
¢ = Analysenldsung, d = Dosierpumpe {iir Anzalveenldsung, e = Trennapparatur, f = Auffans-
gefdss, g = Kapillare,
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Elig{.: 4. E’l‘reﬂ;ung eines AminosZuregemisches. Spannung, 2500 V- Stromstéirke, 100 A ; Grund :
elektroiyt, EssigsZure-Pyridin (pH 5.2); Grundelektrolvtdurchsatr. | R i T
Khisoletemperatur, —2°. rolytdurchsatz, 180 mYh; Trenndauer, 2 h;.
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‘ Fig. 2 zeigt den schematischen Querschmtt der Trennapparatur. Auf die
£ bezden Lingsseitenr der Oberplatte sind Trdge (15) (350 x 35 x 30 mm) aufgesetzt,

: die zur Aufnahme der Elektroden (Pt-Draht, Durchimesser 0.4 mm) und des Trog-
; elektrolyten dienen. Der kammf{Grmige Abstandsstreifen (18} hat die Aufgabe, die
: Membran (16) zusammen mit der Dichtung (17} auf die Auflagefiiche in der Aus-
- sparung des Spaltes anzupressen und gleichzeitic eine m&glichst grosse Kontakt-
_ fidche zum Grundelektrolytfilm freizuhalten. Der Kihlsolestrom wird durch schmale
- Plexiglasstege mehrfach umgekehrt. Hierdurch wird ein gleichméissiges Abfiithren
© der Jouleschen Warme Gber die gesamte Fliche der Glasplatten erreicht.

Die Durchflussgeschwindigkeit des Grundelektrolyten, die neben der ange-
legten Spannung die Trennschirfe beeinflusst, wird mit einer Schiauchpumpe ge-
steuert, deren Forderleistung stufenlos regulierbar ist. Das schematische Blockschalt-
bild der Versuchsanordnung gibt Fig. 3 wieder. Die AnalysenlGsung wird mit einer

-~ Dosierpumpe zugefiihrt.

TRENNUNG EINES AMINOSAUREGEMISCHES

- Fig. 4 zeigt diec Trennung eines Aminosiuregemisches im Pyridin—Essigsdure-
- Grundelekrrolyten von pH 5.2. Auf der Ordinate ist die Extinktion der durch die Nin-
“hydrinreaktion erhaltenen Farbung, auf der Abszisse die Fraktions-Nummer aufge-
- tragen.

Valin ist ungeladen. Die {ibrigen drei sauren Aminosiduren werden zur Anode
¢ hin abgelenkt.

' ABTRENNUNG DES SeS;P:06°~ AUS DEM REAKTIONSGEMISCEH SeS.Qs*-SPQ;°~

in einer Anzahl von Arbeiten finden Blasius und MitarbeiterS™*® mit Hilfe
. der Radiohochspannungsionophorese neue Verbindungen und auch Verbindungs-
: klassen, z.B. Seleno- und Telluropolythionate sowie Selenan-suifan-phosphonate und
- Telluran-sulfan-phosphonate. Eingesetzt werden entsprechend radioaktiv-markierte
- Ausgangsprodukte. In verschiedenen Fillen wird durch Doppelmarkierung auch das
- Verhéltnis einzeiner Elemente in den Zonen der Pherogramme ermittelt. Die Mengen
. der getrennten Verbindungen bei der Radichochspannungsionophorese liegen im
: pe-Bereich. Demgegeniiber gelingt mit der beschriebenen Apparatur die priparative
_Abtrennung z.B. von SeS,P,0.~ aus dem Reaktionsgemisch von SeS.G2~ mit
-SPOS~.

‘ Als Grundelektrolyt dient 0.02 M HCL-0.1 Af Givkokoli-Losung (pH 3). Die
- angelegte Spannung betrdgt 2300 V bei einer Stromstarke von 190 mA. Die neutrale
" ReaktionsIosung wird direkt in den Trennspalt zu der GrundelektrolytiGsung gegeben.

- Infolge der relativ kurzen Verweilzeit von maximal [0 min und der intensiven Kihlung
~tritt keine Selenabscheidung auf. Die klar abtropfende Ldsung wird in gekihiten

‘Reagenzglisern aufeefangen. .
1 Die Umsetzung von SeS.0¢%~ mit SPQ53~ zu SeS,P,0¢*~ verlduft nach:

SeS.0s*~ + 2 SPOS3~ = SeS,P,04% ™ + 2 8,055

Da SPO;*~ im Unterschuss eingesetzt wird, liegen im Reaktionsgemisch nur noch die

i
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Fig. S. Papierionapharetische Kontrolle der Abwreanung des SeS.P.0&~. Grundelekiroiyt, pH 3:

Treanzeit, 2 h; Spannung, 350V, Stromstarke 80 mA; Temperatur, 07} auf_getrag_me Menge.
$ ul 0°02 Af Reaktionsidsuag, je 10 ¢f auigefangene [&sung; Sprihreagenz, AgNO;-Losung. -

anderen drei Komponenten vor. Nach der Treonung ist in 18 Auffangglisern sulfi-
discher Schwefel enthaiten. Thiosulfat ist in den Auffangglischen nicht nachzuweisen,
dz es infolge seiner hohen Wanderungsgeschwindigkeit durch die Austauschermem-
Bran in den Elektrodentrog wandert. Eine Uberlappung der beiden Zonen tritt nicht
auf. Acht Reagenzgliser enthalten nur SeS,P,04'~, weitere zehn lediglich SeS. 02 .
Dazwischen liegt eine [ eerzone.

Die hochspannungsionophoretische Reinheitskontrolle zeigt Fig. 5. Zum
Vergleich dient die ReaktionsiSsung.
SeS,P,04~ wird als Benzidinsalz gefglit. Die Elementaranalyse stimmt mit den be-
rechneten Werten {tberein.

Die Untersuchungen wurden im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 52
“Analytik”> durchgefihrt.

’

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird cine konstruktiv einfache Trennapparatur zur trigerfreien Durch-
flussionophiorese beschrieben. Die wesentlichen Bauteile der Apparatur sind aus Plexi-
gias gefertizt und auswechselbar. Somit kann die Trennfliche nach Arbeiten mit radio-
aktivem oder bioclogischem Material leicht erneuert werden. Die Trennspaltdicke ist
in weiten Grenzen frei wahlbar. Die Leistungsfihigkeit der Apparatur wird an zwei
Trennbeispiclen demonstriert. )
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