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Die Verteilung von hochmolekularen Stoffen und von Zellfragmenten

in ﬂiissigen Phasenpaaren zur Fraktionierung*

Von P.v. TAVEL

Theodor-Kocher-Institut der Universitit Bern, Freiestrale 1, Bern

Summary

The possibilities and the problems of fractionating high mole-
cular substances and cell fragments with liquid phase pairs are
discussed. Low molecular substances are now currently sepa-
rated by countercurrent distribution. For high molecular sub-
stances, however, it is difficult to find suitable phase pairs.
According to BRONSTED the selectivity of fractionation by
distribution must increase with the molecular weight. Nearly
critical phases are best suited for macromolecular substances.
Examples of such system are given for 3 types of substances:

1. Systems of organic solvents for the fractionation of syn-
thetic polymers. They can be used alternatively for the
separation according to molecular weight or according to
chemical composition.

2. Phase pairs for the distribution of serum proteins.

3. Systems composed of two incompatible solutions of high
polymer substances. They are especially useful for the
separation of large particles like cell fragments, membranes
and nucleic acids.

1. Einleitung

Die Isolierung reiner chemischer Stoffe ist die Voraus-
setzung fiir alle Strukturaufklirungen, fur die Bestim-
mungen von Eigenschaften und deren Beziehung zur
Konstitution. Die Fortschritte der chemischen For-
schung wurden deshalb zeitweise wesentlich durch die
ErschlieBung neuer Trenn- und Isolierungsverfahren be-
schleunigt. Fiir niedermolekulare Stoffe sind in den letz-
ten zwanzig Jahren sehr leistungsfihige Trennverfahren
entwickelt worden, die sich weitgehend universell fiir
eine sehr grofle Zahl von Verbindungen anwenden las-
sen: die Gaschromatographie,die Diinnschichtchromato-
graphie und das Zonenschmelzen, Altere Methoden sind
verbessert worden, wie z.B. die Gegenstromverteilung.

Fiir makromolekulare Stoffe, namentlich auch Bio-
polymere, fehlen derart universelle Verfahren. Trenn-
methoden, die sich fiir niedermolekulare Verbindungen
eignen, versagen oft bei Polymeren wegen des hohen
Molekulargewichts, der geringen Fliichtigkeit oder weil
die Eigenschaftsunterschiede, nach welchen Komponen-
ten getrennt werden, mit zunehmendem Molekular-
gewicht kleiner werden. Makromolekulare Verbindun-
gen werden durch Kombination meist mehrerer Metho-
den isoliert, wie:

— Fillung, Extraktion

— Gelfiltration

— Zentrifugation

— Adsorption, Ionenaustausch
— Elektrophorese

Wihrend Fillungs- und Extraktionsverfahren nach
Loslichkeitsunterschieden trennen, unterscheiden Gel-
filtration und Zentrifugation nach Molekulargewicht,
letztere auch nach der Dichte, und Ionenaustausch und
Elektrophorese auf Grund elektrischer Eigenschaften.
Von Fall zu Fall muf3 die Kombination der Methoden
experimentell gesucht werden, um gewiinschte Kompo-
nenten zu isolieren. Ein generelles Verfahren wie die
Gaschromatographie zur Zerlegung niedermolekularer
Gemische fehlt fiir hochmolekulare Verbindungen.

Es gibt zur Zeit eine Reihe aktueller Probleme der
Isolierung und Trennung makromolekularer Stoffe, z. B.

— die Zerlegung von Bausteinen von Zellmembranen,

~ die Isolierung spezifischer Antikérper in relativ groBBer
Menge,

~ die Fraktionierung von Zellfragmenten und Organel-
len,

- die Zerlegung von Mischungen von Kopolymeren mit
verschiedenem Monomerenverhiltnis.

Es kann deshalb niitzlich sein, nach weiteren Trenn-
methoden zu suchen, welche auf Grund anderer Eigen-
schaften trennen als die bekannten Methoden.

In diesem Ubersichtsartikel sollen die Méglichkeiten
diskutiert werden, hochmolekulare Stoffe und Aggre-
gate durch Verteilen in fliissigen Phasenpaaren zu tren-
nen und zu fraktionieren.

2. Die Verteilung in fliissigen Phasenpaaren

Die Trennung von Stoffgemischen mit beschrinkt misch-
baren Lésungsmitteln ist seit dem Alterum bekannt!
und jedem Chemiker geliufiz. Nach NERNsT verteilt
sich eine Komponente in einem fliissigen Phasenpaar
mit einem bestimmten Konzentrationsverhiltnis K = Z—:, ,
das bei verdiinnten Lésungen konzentrationsunabhin-
gig ist. K wird der Verteilungskoeffizient genannt. ¢’ und
¢” bedeuten die Konzentrationen in der oberen (') und
untern (") Phase. Zwei Stoffe lassen sich durch Vertei-
lung in wenigen Schritten trennen, wenn sich ihre Ver-
teilungskoeffizienten um ein bis zwei Zehnerpotenzen un-
terscheiden. Sind die Koefhizienten dhnlicher, so fiihrt oft
eine geeignete vielfach wiederholte Verteilung mittels

* Nach einem Vortrag vor der Berner Chemischen Gesellschaft am
10.Dezember 1971.
1 A.BITTEL, Chemie-Ing.-Techn. 31 (1959) 365.
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Gegenstromextraktion zum Ziel. Geriite hiezu sind im
Handel und werden immer weiter entwickelt2.

Die multiplikative Verteilung hat als Fraktionier-
methode besondere Vorziige3: 4.

— Die Verteilung it sich fast unbegrenzt multiplikativ
wiederholen. '

— Der multiplikative Vorgang ldBt sich leicht berechnen.
Der Vergleich einer experimentellen Verteilung mit
der Berechnung liefert ein scharfes Kriterium iiber die
Reinheit auch unbekannter Komponenten.

— Die Methode ist sehr schonend.

Makromolekulare Stoffe und Biopolymere sind verein-
zelt mit Gegenstromverteilung isoliert und gereinigt
worden, wobei Phasenpaare verwendet wurden, wie sie
fiir niedermolekulare Verbindungen beniitzt worden
sind. Die meisten Polymeren lésen sich in diesen Phasen-
paaren schlecht oder so einseitig, dafl eine Gegenstrom-
verteilung nicht vorgenommen werden kann. BRON-
sTED® hat das Verteilungsverhalten von Kolloiden und
Stoffen hohen Molekulargewichts niher untersucht. Die-
se Arbeiten zeigen, da3 die Fraktionierung hochmoleku-
larer Stoffe mit fliissigen Phasenpaaren aussichtsreich
ist, wenn geeignete Losungsmittelsysteme gefunden wer-
den kénnen.

3. Die Bronstedschen Ergebnisse

J.N.BRONSTED hat erkannt, daB} das Verteilungsgleich-
gewicht von Kolloiden und Makromolekiilen von zwei
Energien abhingt’. Es sind:

1. Die kinetische Energie der Teilchen. Sie ist vom
Molekulargewicht unabhingig und wirkt im Sinne
gleichmifBiger Verteilung in beiden Phasen.

2. Die Differenz der potentiellen Energien, welche das
geloste Teilchen in der einen und andern Phase auf-
weist. Sie wichst ungefihr proportional mit dem
Molekulargewicht und bedingt eine ganz einseitige
Verteilung auf diejenige Phase, in der die potentielle
Energie geringer ist.

Die Verteilung mufl daher um so einseitiger werden, je
hoher das Molekulargewicht ansteigt. Die potentielle
Energie der gelosten Partikel hingt von den Wechsel-
wirkungskriften der Nebenvalenzen zwischen Makro-
molekiil und Lésungsmittel ab. BRONSTED hat fiir poly-
merhomologe Stoffe die Abhingigkeit des Verteilungs-
koeffizienten vom Molekulargewicht mit K = e*'™ aus-
gedriickt, wobei A eine Konstante fiir das System Phasen-
paar—geloste Komponente darstellt. M ist das Molekular-
gewicht.

G.V.Scuurz® hat die Beziehung ausfiihrlicher for-

muliert :
In K — P& —E)/RT

‘wobei P der Polymerisationsgrad, E’ und E” die freien
Enthalpien pro Monomerrest in den Phasen ' und ”
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bedeuten. RT, Gaskonstante mal Temperatur, ist der
Ausdruck fiir die kinetische Energie. Der Verteilungs-
koeflizient dndert in einem gegebenen System mit dem
Molekulargewicht oder durch eine Verschiebung der
Phasenzusammensetzung mit der Temperatur oder
durch geringfiigige Zusitze weiterer Losungsmittel.

Zur experimentellen Uberpriifung der Molekularge-
wichtsabhingigkeit hat BRONSTED Sebacin- und Vale-
riansdurebutylester verwendet. Die Abhingigkeit der
Verteilungskoeffizienten mit der Phasenzusammenset-
zung konnte er an der Verteilung von Arsentrisulfid- und
Chromhydroxid-Solen in Phasenpaaren aus Wasser,
Athanol und Butylalkohol zeigen. Um allzu einseitige
Verteilungen zu vermeiden, muBten nahezu krtitische
Systeme verwendet werden. Thre Phasenzusammenset-
zung lie§ sich durch geringe Temperaturinderungen
verschieben. Die theoretischen Ansitze konnten experi-
mentell im wesentlichen bestitigt werden. Auch die
Verteilungen von Polyithylenoxid in Chloroform—Was-
ser, die ScHuLZ und NorDT® ausgefiihrt haben und in
denen die Phasenzusammensetzung durch geringe Zu-
sitze von Benzol verindert wurden, bestitigen die
Bronstedsche Theorie.

Diese Untersuchungen zeigen einerseits, daB} die Ver-
teilungskoeffizienten auflerordentlich stark mit dem
Molekulargewicht ansteigen, anderseits, dafl eine nicht
vollig einseitige Verteilung nur in nahezu kritischen
Phasenpaaren erreicht werden kann.

4. Phasenpaare fiir die Fraktionierung hochmolekularer
Stoffe

Die optimalen Bedingungen, um zwei hochmolekulare
Stoffe durch Verteilung in fliissigen Phasenpaaren tren-
nen zu kénnen, liegen dann vor, wenn die Komponenten
sich in verschiedenen Phasen anreichern und das Ver-
hiltnis jhrer Verteilungskoeffizienten 10 und mehr be-
trigt. In der Regel miissen aber chemisch dhnliche Ver-

bindungen getrennt werden, die sich in derselben Phase

anreichern, jedoch entsprechend ihren Verteilungskoef-
fizienten verschieden stark. Eine multiplikative Vertei-
lung ist nur dann aussichtsreich, wenn sich wenigstens
eine Komponente noch in der Gegenphase zu einem be-
trichtlichen Teil 16st.

Es gibt kaum Polymere, die sich in zwei Lésungs-
mitteln lsen, die gegenseitig nur beschrinkt mischbar
sind. Eine Ausnahme bildet Polyithylenoxid, das sowohl
in Wasser als auch in Chloroform léslich ist. Am besten
eignen sich nahezu kritische Phasenpaare aus drei und
mehr Losungsmitteln. Zweckmiflig gibt man zu einem
guten Polymerloser zwei gegenseitig nicht mischbare
Lésungskomponenten, eine polarere und eine weniger
polare, die sich mit dem ersten Lésungsmittel gut mi-
schen. Diese brauchen das Polymere selbst nicht zu 16-
sen. Ein solches System ist im Gibbsschen Dreiecks-
diagramm (Abb.1) dargestelit. Alle Mischungen inner-
halb der Mischungsliicke zerfallen in Phasenpaare, deren
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