
Institut für Pharmazie, Humboldt-Universität, Berlin, Germany

Optimierung kapillarelektrophoretischer Trennungen mehrbasischer
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Bei der Entwicklung einer kapillarelektrophoretischen Methode zur Trennung mehrbasischer Säuren ist die Nettoladung
der Moleküle eine wichtige Richtgröße, die die Auswahl eines geeigneten Puffersystems mitbestimmt. Der theoretische
Zusammenhang zwischen den pKa-Werten mehrbasischer Säuren mit beliebig vielen Dissoziationsstufen und den pH-
Werten der Puffer unter Einbezug der Ionenstärke wird allgemein hergeleitet. Die aus den berechneten Nettoladungen
nach Offord ermittelten Mobilitäten stimmen für verschiedene Nukleotidmonophosphate gut mit den experimentellen ka-
pillarelektrophoretischen Daten überein.

Optimization of capillary electrophoretic analysis of acids with more than one dissociation constants

Capillary electrophoresis is a useful tool for the analysis of nucleotides. Their charge depends on the pH of the buffer
system used. An equation is developed for calculation the partial charge of acids with more than one dissociation constant
in dependence on the pH and the ionic strength of the buffer. There is no limitation to the number of dissociation
constants. The partial charges and from these the relative mobility according to Offord were calculated for 4 nucleotid-
monophosphates. They agree very well with the experimental electrophoretic data.

1. Einleitung

Die elektrophoretische Mobilität eines Teilchens korreliert
direkt mit seiner Ladung. Für einbasische Säuren – posi-
tiv geladen oder ungeladen – werden, abgeleitet aus der
Hendersson-Hasselbalch’schen Gleichung, unter Zugrunde-
legen der Aciditätskonstanten brauchbare Berechnungsfor-
meln in der Literatur beschrieben [1–3]. Mehrbasische
Säuren werden entweder in grober Näherung behandelt
[3], oder es werden zur Berechnung der Mobilität nicht
nur die Aciditätskonstanten sondern auch die Mobilitäten
der einzelnen Spezies benötigt [2]. In Anlehnung an Hoff-
stetter-Kuhn [3] soll mit der empirischen Berechnungsfor-
mel von Offord aus der Nettoladung der Teilchen ihre re-
lative Mobilität ermittelt werden. Dazu ist es nötig, den
Zusammenhang zwischen der Nettoladung, den Aciditäts-
konstanten und dem pH-Wert zu kennen.

2. Ergebnisse und Diskussion

Liegt eine Substanz S je nach Protonierungsgrad in ver-
schiedenen Ladungszuständen vor
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so lassen sich die Konzentration c jeder Spezies mit Hilfe
der Gesamtkonzentration c0 und der Bruchteil a (Stoff-
mengengehalt, Molenbruch) der Spezies an der Gesamt-
konzentration darstellen (s. Anhang).

Das Produkt aus der jeweiligen Ladung und dem Stoff-
mengengehalt ist der Anteil der Ladung, den die zugehöri-
ge Teilchensorte zur Gesamtnettoladung Z beiträgt, die so-
mit beschreibbar ist mit
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Wird die Ionenstärke I als konstant und nur durch den
Puffer bedingt angenommen, so ist nach Debye-Hückel
für das Verhältnis der Aktivitätskonstanten unter der An-
nahme eines mittleren k-Parameters von 9 nach Kielland
[4] zu schreiben
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Die entwickelte Berechnungsformel zeigt anhand der Kon-
zentrationen der einzelnen Spezies, daß abhängig vom pH-
Wert durchaus drei Spezies nebeneinander existieren, so-
mit die Näherungsformeln [3] keine zufriedenstellenden
Ergebnisse liefern (Fig.1).
Dass der Einfluss der Aktivitätskoeffizienten und damit
der Ionenstärke nicht ohne merkliche Fehler vernachlässigt
werden darf, zeigt Fig. 2.
Ein Vergleich der experimentell ermittelten Mobilitäten
(Fig. 3) mit den mit obiger Formel aus den Nettoladungen
nach Offord berechneten (Fig. 4) zeigt für alle
Nukleosidmonophosphate eine gute Bbereinstimmung im
prinzipiellen Verlauf und damit die Brauchbarkeit der ent-
wickelten Berechnungsformel.
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3. Anhang

3.1. Anhang 1

Um die Konzentration der Spezies Sm�i zu erhalten, wer-
den in c0 mit Hilfe der Aciditätskonstanten (zunächst un-
ter Vernachlässigung der Aktivitätskoeffizienten) alle Kon-
zentrationen der Spezies Sm�iþj auf Sm�i und alle
Konzentrationen der Spezies Sm�i�j auf Sm�i zu-
rückgeführt
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Einsetzen von Gleichung 1 und 2 in die Gesamtkonzentra-
tion
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Zur korrekten Lösung müssen anstelle der Aciditätskon-
stanten die mit dem Verhältnis der Aktivitätskoeffizienten
multiplizierten eingesetzt werden
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Fig. 1: Für Guanosinmonophosphat berechnete Stoffmengengehalte (Mo-
lenbrüche) der verschiedenen Spezies in Abhängigkeit vom pH-Wert
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Fig. 2: Berechnete Nettoladungen für Guanosinmonophosphat (pKa-Werte
im Anhang 2) für die Ionenstärken 1 und 0,001
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Fig. 3: Experimentell ermittelte Mobilitäten für Nukleosidmonophosphate
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Fig. 4: Berechnete Mobilitätsmaße für Nukleosidmonophosphate (pKa-Werte
im Anhang 2)



Die Ausdrücke lassen sich vereinfachen mit
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3.2. Anhang 2

Verwendete Aciditätskonstanten der Nukleosidmonophos-
phate (pKa Werte)
Adenosinmonophosphat: 0,8; 3,8; 6,2
Cytosinmonophosphat: 0,8; 4,3; 6,2
Guanosinmonophosphat: 0,8; 2,5; 6,2; 9,5
Tymidinmonophosphat: 0,8; 6,2; 9,9
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