
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY 3% 

ZONENELEKTROPHORESE < 
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JERKER PORATH UND KLAUS STtSRIKO 
B~ioclbemisches Imtitzct dev U9biversitdt Uppsata (SChWeden) 

(Eingegangcn den +. Juli Ig6Ij 

In den letzten Jahren wurde der Anwendungsbereich der Zonenelektrophorese in 
Saulen durch Einfiihrung, neuer TrZgersubstanzen und durch Verbesserung der 
Apparaturen stark erweitert. Wenig Aufmerksamkeit wurde indessen der Verwen- 
dung nicht-wassriger Lijsungsmittel f iir die Elektrolytldsungen geschenkt, die in 
mancher Hinsicht Vorteile gegeniiber der Elektrophorese in wassrigen Liisungen 
erwarten lasst (Fraktionierung wasser-unlijslicher Substanzen, geringere Adsorptions- 
effekte, Anwendung hoher Spannungen) 1. PquL UN~ DURRUM” gelang es, Farb- 
stoffgemische durch Papierelektrophorese in organischen L6sungsmitteln zu trennen; 
eine Fraktionierung von Sterinen liess sich in dieser Weise nicht erreichen. Giinstige 
Ergebnisse erzielte HASHIMOTO 3 bei der papierelektrophoretischen Trennung von 
Triterpenyl-bisulfaten in der papierchromatographisch vielfach bewahrten Partridge- 
Mischung. MAKI~ stellte verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten von zweiwertigen 
Metallkationen bei derPapierelektrophoresein nicht-w&srigenElektrolytl&ungen fest. 

Erste Versuche zur S~ulenelektrophorese in organischen Losungsmitteln wurden 
mit Glasperlen als TrZgermaterial in athanolischer SalszZure unternommen6; ver- 
schiedene Oxydationsprodukte des Anilins konnten voneinander getrennt werden. 
Die Einftihrung des inzwischen gut bewzhrten Pevikons als Stabilisator6s7 und die 
Entwicklung einer weitgehend kontinuierlich arbeitenden Apparatur” legten die 
Fortftihrung dieser Versuche nahe. 

Als Modellsubstanzen wurden mehrkernige aromatische und heterocyclische 
chinoide Farbstoffe (I-IV) verwendet, die sich durch Oxydation von Anilin und 
seinen Homologen, darst ellen lassenD* 10. 

(1) R (11) R (III) R 

a: R = H b: R = CH, c: R = Cl 

(IV 
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Elektrolytlijsungen verschiedener Aciditat in go% Athanol dienten als Ldsungs- 
mittel. Es erwies sich als notwendig, zur Verhinderung unerwiinschter Verdunstung _ ,. . . 
weitgehend geschlossene Gefgsse zu verwenden. 

Die Trennung von Farbstoff-Gemischen konnte in der Pevikon-stabilisierten 
Elektrophorese-Saule mit dem blossen Auge .gut verfolgt werden.’ Am unteren Ende 
der S2iule wurdon die einzeihen Zonen durch Gegenstrom-Eluierung kontinuierlich 
ausgespiilt und fraktioniert aufgefangen. Die Estinktionswerte der einzelnen Frak- 
tionen wurden bei verschiedenen Wellenkingen gemessen. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass unter den angewendeten Bedingungen eine 
wirkungsvolle Fraktionierung gelingt ; durch aufeinanderfolgende Elektrophorese 
in Ltisungen verschiedener Acidit2t lasst sich die Trennwirlcung vergrossern. Stijrende 
Adsorptionseffekte konnten nicht beobachtet werden. 

Fig. I. Elektrophorese-Apparatur. A, und A,, Elektroden; B, Zufiihrung von Elcktrolytl6sung zum 
Niveau-Ausgleich; C. AbfiihrungiiberperistaltischePumpezum Fraktionssammler; D, Kiihlwasser. 
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A pparatur 
BESCHREIBUNG DERVERSUCHE 

In Fig. I ist die verwendete Apparatur skizziert. Die Dichtung der Normalschliffe 
(N.S.B. 34 und 34) erfolgt durch Teflon-Manschetten (“P.T.F.E. Sleeves”, Fisons 
Chemicals Co. Ltd., London W. I, England). Am unteren Ende ist die wassergekiihlte 
(ca. 10~) Elektrophorese-S2iule (Lange 40 cm, Durchmesser 1.0 cm) mit einer pox-&en 
Platte aus Vyon I (Porous Plastic Ltd., Dagenham Docks, Essex, England) ver- 
schlossen; sie tragt den Ableitungsschlauch, der zur ‘Regulierung des Elutionsstroms 
(C) durch eine peristaltische Pumpe geleitet wird. Polyathylen-Schhiuche erwiesen 
sich gegeniiber den angewendeten Ldsungen als geniigend widerstandsfahig. 

Ethanol-gewaschenes Pevikon C 870* wurde in der zu verwendenden Elektrolyt- 
lijsung suspendiert und in die Saule gefiillt. Gleichmassige Packung kontrolliert man 
durch einen Filtrierversuch mit einer Farbstofflijsung. 

Elektrolyt-Lbsungen 

Tabelle I enthglt eine Zusammenstellung der zur.Elektrophorese benutzten Lijsungen 
ihrer spezifischen Leitfahigkeit und ihres pH-Werts. Urn geniigend grosse Leit- 
fZhigkeiten zu erhalten, mussten starke Elektrolyte gewahlt werden. Die pH-Werte 

TABELLE I 

ELEKTROLYT-L6SUNGEN IN go o/o ATHANoL 

Elekholyt-Ltisutrg H bei roO pH- Wert ,itc L; (ml’) kr 
(n-1 *on-l) po y. 610H II,0 go%‘ZZtOH if,0 

lXaliu&iphthalat 0.03 M 4.00 - - - - ‘141 

: o. o. I I N M Schwefelsfiure 0.s. r.3*10-3 10-a ;:;: I.27 Pyridiniumtrichloracetat 3.04 - - 300 166 - - 300 196 
: 0.2 M Pipcridin + 0.1 M Eisessig 1.0. IO-~ 10.0 11.3 + 210 + 2so 

o. I N Natriurnhydrosyd 1.7’ ro-3 13.8 12.g + 430 + 380 

wurden mit einem “pH Meter 22" (Radiometer Icopenhagen, Danemark) gemessen; 
sie stellen unkorrigierte Messgrijssen dar, die nur mit Vorbehalt zur Betrachtung 
der tatsachlichen Verhaltnisse in den athanolischen Lijsungen herangezogen werden 
dtirfenll. Zum Vergleich sind die fur wassrige Lijsungen gleicher MolaritLt gemessenen 
pH-Werte und die dazugehijrigen Potentiale mit aufgeftihrt. 

Durchfdihrung der Elektrophoresen 

A, ist bei Verwendung von Elelctrolytldsung a und b Anode, von c und d Kathode. 
Ldsungen von je ca. 0.1 mg Farbstoff in je 0,025 ccm 90 yO Athanol (IV in a!) wurden 
gemischt, auf das obere Ende, der Pevikon-Ftillung aufgetragen und ca,. I cm’ ein- 
sinken gelassen. Bei Anlegen der Spannung (500-800 V) liess sich Zonenverscharfung12 
gut beobachten. Sobald sich die am schnellsten wandernde Zone. dem unteren Ende 

* Pevikon. ist ein granuliertcs Vinylchlorid-Vinylacetat Copolymerisat, .erhtiltlich bei Supcr- 
f osfatbolaget, Stockholm, Schwcden. 
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der Saule naherte, wurden die Wanderungsgeschwindiglreiten d/t (cm/sex) der ein- 
zelnen Zonen bestimmt und der hydrodynamische Eluierungsstrom in Gang gesetzt. 
Das Eluat wurde in Fraktionen von CA. I ccm pro 30 bzw. 60 Minuten aufgefangen.’ 
Zur Identifizierung der Farbstoffe dienten ihre Absorptionsspektren im sichtbaren 
Bereichl+16, zur Bestimmung ihrer Konzentration Extinktionsmessungen bei den 
Wellenlangen maximaler Absorption (Beckman-Spektrophotometer 13). 

Fig. 

20 25 30 40 stcfn. 

2. Elektropherogramm einer Mischung yen I b, II b, II c, III b, III c und IV in o. I iV Schwcfcl- 
s&n-e-go o/0 Athanol; 600 V; 4.9 mA, 

Beis#iele 

Zunachst wurden die Wanderungsgeschwindigkeiten und die elektrophoretischen 
Beweglichkeiten der einzelnen Farbstoffe festgestellt ; sie sind in Tabelle II aufge- 
nommen. Die Basizittit der Lijsung c reichte zur Protolyse der Farbstoffe nicht hus; 

EL~:ICTROPIIORETISCHE DATBN 

Wanderungsgeschwindigkeit d/t (cm/set) ; elektrophorctische Bewcglichkeit 

.&‘=d,rl’Xh Cf’ll.cm 
t i ( set A-R > 

ElckCrolyt-LtSstrrrg a 6 c d 

U (attgele@c S#~atrnwrg) 600 V 600 V 700 V 500 v 

i (Stvonrst&kc) 4.9 tn.4 .4.6 nd 4.G VIA 4.4 m/1 

d/t x xol 16 x 200 d/t x IO’ u x rob d/t x xol d/t x 10’ 2b x 200 

Substane I b + 5.5 + 5.3 + 2.9 
Substanz II a + 4.7 -t I.3 
Substanz II b + 1.7 
Substanz II c 
Substanz III a 
Substanz III b + 4.4 
Substanz III c + 3.6 + 0.75 

Substanz IV + a.6 + 2.2 + r.1 + 0.6 
+ r.4 + 0.75 

-al: 
- - 

.: 

* Den Querschnitt q find& man ‘durch Multiplikation des Saulenquerschnittes mit einem 
ICorrekturfaktori” (0.4) fiir die Pevikon-Fiillung. 

J. Cirrowtog., 7 (1962) 385-391 



ZONENELEI~TROPI-I~RESE IN XU-IANOLISCHEN PUFFERL~SUNGEN 389 

die Wanderungsgeschwindigkeiten waren sehr gering. In Ldsung d konnte eine 
scharfe Trennung erzielt werden; jedoch machten sich Oxydationsreaktionen an der 

ii Anode und VerZnderungen der Pevikon-Ftillung unter dem Einfluss der stark alka- 
lis&en Ldsung sehr stijrend bemerkbar. 

In den Figuren 2 bis 4 sind einige Fraktionierungen dargestellt. 

Fig. 3. Elelctropherogramm einer M&hung van I b, II a, 
III a uncl IV in 0.1 Ad’ Pyricliniumtrichloracetat-go % 

Ethanol; 600 V; 4.6 mA. 

4-0 ,’ sb Sf dn. 

Fig. 4. Elektropherogramm einer 
Mischung der Homologen II a, b und 
C in 0.1 $f Pyridiniumtrichlorace- 
tat-go% Athanol; 600 V; 4.5 mA_ 

DISICUSSION 

Bei den vorliegenden Versuchen handelt es sich urn Arbeiten orientierenden Charak- 
ters; es wurde kein Wert darauf gelegt, experimentelle Unterlagen fiir eine Umrech- 
nung der gemessenen linearen Wanderungsgeschwindigkeiten in theoretisch exakte 
elektrophoretische Beweglichkeiten zu schaffen, Elektroosmotische Effekte wurden 
nicht berticksichtigt. Tatsachlich kann der Einfluss der Elektroosmose als sehr gering 
betrachtet werden; das Pevikon enthalt namlich lzeinc basischen Gruppen, und die 
wenigen Carboxyl-Gruppen, die sich u.U. auf der Teilchenoberfl~che befinden kijnnen, 
sind sicher im sauren Elektrolytmedium fast vdllig ungeladen. Elektroosmose kann 
hdchstens an der Wand des Glasrohres auftreten. Die verbreiterung. der Zonen ist 

’ jedoch recht gering und nicht grdsser, als sie etwa infolge molekularer und konvektiver 
Diffusion zu erwarten ist. 

Messungen relativer Wanderungsgeschwindigkeiten oder absoluter Beweg- 
lichkeiten sol&en wertvolle Aussagen tiber die relative Aciditat oder Basizitat von 
ionischen oder ionoiden Gruppen ermbglichen. Dies Xisst sich an Hand des. Ver- 

suchs mit den Homologen II verdeutlichen (Fig. 4). Infolge der durch die $ara-stiin- 
digen Methyl-Gruppen an den Stickstoffatomen erhijhten Elektronendichte ist die 
Basizit&t von II b grijsser als bei der unsubstituierten Verbindung’II a; daher wandert 

y II b in schwach saurem Medium schneller als II a. (Tabelle II.; Fig. 4). Umgekehrt 
erniedrigen die para-standigen Chloratome in II c die Elektronendichte und schwachen 
damit den Basencharakter gegentiber II a, weshalb II c langsamer wandert. Jn 
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stgrker saurem Milieu vcrringern sich die Basizit%sunterschiede; infolgedessen 
gleichen sich die Beweglichkeiten teilweise einander an (Tabelle II). 

Die Elektronendichte an den Stickstoffatomen hangt nicht nur von dem durch 
die fiara-St&indigen Substituenten verursachten induktiven Effekt ab, sondern such 
von den Mesomerieverh&ltnissen. Durch die Phenazin-Gertiste in III wird die Anzahl 
der mesomeren Strukturen gegeniiber II erhoht. Offenbar ftihrt diesel- Umstand zu 
einer Schwachung des Einflusses der Methyl-Gruppen, so dass III a und III b im 
sauren Medium praktisch gleiche Beweglichkeit besitzen (Tabelle II). 

Wesentlich ist, dass der Sauerstoff in I, IT und IV den Basencharakter der ortlzo- 
stsndigen Amino-Gruppe erniedrigt. Dadurch wird der Einfluss der anderen Stick- 
stoffatome auf die elektrophoretischen Eigenschaften im sauren Milieu besondcrs 
deutlich. 

Fig. 3 zeigt, dass IV in zwei Komponenten aufgeteilt wird. Ihre Absorptions- 
spektren im sichtbaren Bereich sind identisch. Miiglicherweise handelt es sich dabei 
urn zwei tautomere Formen. 

In estrem basischem Medium kann infolge Ausbildung von substituierten Nitrid- 
Ionen ebenfalls eine elektrophoretische Trennung erreicht werden (Tabelle II). 

Diese orientierenden Versuche zeigen ‘deutlich, dass Messungen elektropho- 
retischer Beweglichkeiten in organischen L6sungsmitteln im Prinzip benutzt werden 

’ k&-men, urn quantitative Aussagen tiber induktive und mesomere Effekte zu machen. 
Die ausgezeichneten Trennungen, wie sie aus den Figuren 2 bis 4 hervorgehen, 
wurden unter Verwendung einer relativ einfachen Apparatur und eines Ftillmaterials, 
dessen konvektionshemmende Eigenschaften sicher noch wesentlich verbessert 
werden kijnnen, erzielt. Man mag daher mit Recht erwarten, dass elektrophoretische 
Methoden in Zukunft ein wichtiges Milfsmittel bei der Analyse organischer Substanzen 
bilden werden. Die Anwendung der Zonenelektrophorese in der prgparativen or- 
ganischen Chemie im Gramm-Xasstab diirfte auf einige apparate-technische Schwie- 
rigkeiten stossen, ist aber selbstverstZndlich im Prinzip mijglich. 
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Anilin-Farbstoffe k&men durch Saulenelektrophorese in Bthanolischen Elekt&lyf~ a~ 
lijsurigen effektiv getrennt werden; die dabei verwendete Apparatur wird beschriebeni y:l 
Aus dem elektrophoretischen Verlialten, der untersuchten organischen Substanzen 
kdnnen Aussagen iiber deren intramolekulare Wechselwirkungen abgeleitet werden. ’ 
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SUMMARY 

;,P 

V Aniline dyes can be efficiently separated by column electrophoresis in ethanolic 

buffer solutions; the apparatus employed is described. ,From the electrophoretic 

behaviour of .the investigated organic substances conclusions concerning their in- 

tramolecular interactions may be derived. 
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