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186. Papierelektrophoretische Untersuchungen an Proteinen 
von Mycobacterium Tuberculosis 

von E. Sorkin und J. M. Rhodes. 
(2. VII. 56.) 

Im Verlaufe unserer Untersuchungen uber die antigene Struktur 
der Tuberkelbazillen zeigte es sich, dass ausser unseren analytisch- 
chemischen und serologischen Testverfahrenl) z ,  auch physiko-chemi- 
sche Identifizierungsmethoden fur die isolierten Praktionen erwunscht 
waren. I n  einer vorlaufigen Mitteilung3) beschrieben wir kiirzlich die 
Anwendung der Papierelektrophorese fur diesen Zweck. Die vorliegende 
Arbeit bringt einen ausfuhrlichen Bericht uber diese Experimente. 

kJeibert, Pedersen &3 TiseMus4), Watson5) und spater zahlreiche 
andere Autoren benutzten die freie Elektrophorese fur ihre Antigen- 
analysen. Diese Methode ist jedoch etwas zeitraubend, teuer und 
verlangt betriichtliche Materialmengen, die oft nicht zur Verfugung 
stehen. Indessen ist diese Methode zuverlassig und ergibt zumeist 
s ch ar f e Trennungen . 

Unsere eigenen immunochemischen Untersuchungenl) 2)6) und die 
Arbeiten anderer A u t ~ r e n ' ) ~ ) ~ ) ~ ~ )  haben bereits klargelegt, dass nicht 
erhitzte Kulturfiltrate von virulenten Humanstammen von Tuberkel- 
bazillen mindestens funf Proteine mit verschiedenen serologischen Spe- 
zifitaten, drei Polysaccharide sowie Desoxyribonukleinsauren ent- 
halten. Unsere papierelektrophoretischen Versuche, uber die wir hier 
berichten, bestatigten die Kompliziertheit der antigenen Struktur von 
Tuberkelbazillen. Die Ergebnisse erlaubten auch, zusammen mit 
parallel gefuhrten serologischen Testen die Homogenitiit der iso- 
lierten Antigenfraktionen zu uberprufen. 

E x p er i me n t el  1 er Tei 1. 
1. I s o l i e r u n g  der i n  d e r  P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  beni i tz ten  Ant igene .  

Der virulente Humanstamm E 9656 von M. tuberculosis (Kopenhagen) wurde in einem 
modifizierten Sauton-Medium1) 4 Wochen bei 370 kultiviert. Nach zwei Seitz-Filtrationen 

1) S. V .  Boyden & E. Sorkin, J. Immunol. 75, 15 (1955). 
2) E. Sorkin & S. V. Boyden, J. Immunol. 75, 22 (1955). 
3) J. M. Rhodes & E. Sorkin, Experientia 10, 427 (1954). 
4, F. B. Seibert, K. 0. Pedersen & A. Tiselius, J. exp. Med. 68, 413 (1938). 
5, D. W. Watson, Thesis, Wisconsin 1941. 
6 )  S. V .  Boyden & E. Sorkin, Ciba Foundation Symposium on Experimental Tuber- 

7 )  F. B. Seibert, Adv. Tuberc. Res. 3, 1 (1950), S. Karger, Basel/New York. 
8 )  F. B. Seibert, E. S. E'igueroa & E. H .  Dufour, Amer. Rev. Tuberc. 58, 363 (1955). 
9) H. Platt, Brit. J. exp. Path. 35, 439 (1954). 
10) Fur ein Ubersichtsreferat siehe auch S.  8. Boyden & E. Sorkin, Adv. Tuberc. Res. 

culosis 1955, pp. 144-160, J. and A. Churchill, London. 

7, 17 (1956), 8. Karger, Basel/New York. 
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und Konzentration durch Ultrafiltration von 40 1 auf 200 ml erfolgte die Isolierung der 
Fraktionen. Samtliche Vorgange wurden zwischen Oo und 4O ausgefuhrt. 

K K F  = nicht erhitztes konzentriertes, gegen destilliertes Wasser dialysiertes und 
dann lyophilisiertes Kulturfiltrat. 

F r a k t i o n  AC 1: 200 ml des konzentrierten, nicht erhitzten Kulturfiltrats (eine 
braune Flussigkeit) werden mit 10-proz. Essigsaure auf pH 4,l gebracht. Der voluminose 
Niederschlag wird abzentrifugiert (2000 U./Min., International Refrig. Centrifuge) und 
der Bodenkorper nach Auflosen in 5-proz. Natriumhydrogencarhonatlosung durch Zusatz 
des gleichen Volumens gesattigten Ammoniumsulfat bei pH 5,5 wieder ausgefallt. Der 
Niederschlag wird nach dem Zentrifugieren in wenig dest. Wasser suspendiert und 
2 Tage gegen wiederholt ausgewechseltes dest. Wasser dialysiert und dann lyophilisiert. 
Diese Fraktion entspricht vermutlich Seibert’s C-Proteinll). 

F r a k t i o n e n  A L  481 u n d  AL 483: Die nach Ausfallen rnit Essigsaure und 
Zentrifugieren erhaltene uberstehende Losung wird mit 5-proz. Natriumcarbonatlosung 
neutralisiert (pH 6,5). Der Zusatz von einem gleichen Volumen 96-proz. Alkohol (bei - 1 5 O )  
bewirkt eine Ausfallung. Der Niederschlag wird nach Zentrifugieren wieder in dest. Wasser 
aufgelost und durch Halbsattigung mit Ammoniumsulfat bei p H  5,8 zum Teil wieder 
ausgefdlt (AL 481). Die nach dem Zentrifugieren erhaltene iiberstehende Losung wird 
mit Ammoniumsulfat gesiittigt (AL 483). Beide Bodenkorper werden gegen dest. Wasser 
dialysiert und lyophilisiert. Das in gesattigtem Ammoniumsulfat losliche Material wird 
ebenfalls dialysiert und lyophilisiert. Es enthalt zur Hauptsache ein Polyglukosan, ver- 
wandt mit Seibert’sll) Polysaccharid 11. 

F r a k t i o n e n  A L  701, A L  702, A L  703: Die iiberstehende Losung rnit dem in 
48-proz. Alkohol loslichen Material wird durch Zusatz von 96-proz. Alkohol von - 1 5 O  
auf 70% Alkoholqehalt gebracht. Der abzentrifugierte Niederschlag wird in dest. Wasser 
gelost und bei pH 5,s mit dem gleichen Volumen gesattigtem Ammoniumsulfat versetzt. 
Der Niederschlag wird gelost, dialysiert und lyophilisiert (AL 701). 

Die uberstehende Losung wird mit Ammoniumsulfat gesattigt, der Niederschlag 
zentrifugiert, gelost und wie ublich weiter behandelt (AL 702). 

Das mit Ammoniumsulfat nicht ausfallbare Material wird dialysiert und lyophilisiert 
(AL 703). Es enthalt fast ausschliesslich ein im Middlebrook-Dubos Test aktives Heteropoly- 
saccharid (a-H&mosensitin)2). 

F r a k t i o n  AL 76 wird durch Behandeln des in 70-proz. Alkohol loslichen Materials 
mit mehr Alkohol erhalten. Das mit 76-proz. Alkohol ausfallbare Material wird umgefallt 
und nach Wiederauflosen und erneuter Fallung mit Ammoniumsulfat wie ublich auf- 
gearbeitet (AL 76). 

F r a k t i o n  Sup. 76: Die nach der Fraktionierung erhaltene alkoholische Mutter- 
lauge wird dialysiert, durch Ultrafiltration konzentriert und lyophilisiert (Sub. 76). 

Die so erhaltenen Antigenfraktionen sind typisch fur die Produkte, die wir immer 
wieder aus nicht erhitzten Kulturfiltraten von M. tuberculosis (Humanstamm E 9656) 
isolieren konnten. Die Anfangskonzentration des angereicherten Kulturfiltrates an Prote- 
inen und Polysacchariden wie auch die Ausbeuten schwankten jedoch erheblich (siehe 
Kapitcl Reproduzierbarkeit). 

P P D  : Konzentriertes Kulturfiltrat von hitzegetoteten Kulturen virulenter Tuber- 
kelbazillen (Humanstamm E,M,) wird rnit 50-proz. Trichloressigsaure behandelt. End- 
konzentration : 10% Trichloressigsaure. Nach einmaligem Urnfallen wird mit Aceton 
und dann Ather bis zur Staubtrockene gewaschen. 

Albumin  (Statens Seruminstitut) : Dieses als Vergleichspraparat in der Elektro- 
phorese dienende Serumalbumin ist bovinen Ursprungs. 

Die Tabelle S. 1540 fasst die Darstellungsmethode der Antigenfraktionen und die 
Ergebnisse der chemischen Analyse zusammen (iiber die Methodik siehe auch Boyden & 
Sorkinl), RhodeP)). 

11) B. B. Seibert, Amer. Rev. Tuberc. 59, 86 (1949). 
12) J .  M. Rhodes, Thesis, London 1956. 
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Papiere le  k t r  o p  hore t isc he Met  hodi  k. Es wurde das horizontale Verfahren 
angewendet in einer Apparatur, die der von Grassmann & Hannig be~chriebenen'~) glich, 
die aber Raum bot fur bis zu 10 Streifen, rnit Elektrodengefassen nach KunkeZ& Tiselius14). 
Die Streifen wurden freihangend uber Perspexbrucken gelegt. Diese Methode ergab besserc 
Auftrennungen als die Plattenmethode, die wir in unserer vorlaufigen Mitteilungs) be- 
schrieben. Papierstreifen von 44 em X 4 ern (Papier: NunkteZZ20, 150 g15)) wurden rnit 
Veronalpuffer, pH = 8,6, p = OJ, befeuchtet und uber die Bruckcn gelegt, wobei die 
Enden in den Puffer eintauchen. Each Einstellung des Gleichgewichtes durch 2stiindiges 
Stehenlassen bei + 4O werden die Antigene als kreisformige Flecken 4 ern von der Brucken- 
auflage entfernt auf das Papier aufgetragen. Es wurden 0,02 ml von 5-10-proz. Losungen 
der Fraktionen im Veronalpuffer verwendet. Als Vergleichspraparat dienten 0,02 ml eincr 
5-proz. Losung von bov. Serumalbumin. Elektrophorese mit 16-20 mAmp und 200 V, 
19 Std. bei +4O. 

A n f a r b e n  d e r  P r o t e i n z o n e n  nach der von Durrumle) beschriebenen Brom- 
phenolblau-Methode. Man laisst eine 1-proz. Bromphenolblaulosung in mit HgCl, gesatt. 
Alkohol 20 Min. auf die Streifen einwirken. Der uberschussige Farbstoff wird hierauf mit 
0,B-proz. Essigsaure herausgewaschen. 

Die Farbemethode mit Amidoschwarz 10 B nach Crassmann & Hannigl3) wurde zum 
Vergleich mit Bromphenolblau herangezogen, um ihre Eignung fur Tuberkuloproteine 
festzulegen. 

Fraktion Sup. 76 wurde als Testantigen benutzt. Nach der Elektrophorese wurden 
die angefarbten Streifen im Elphorphotometer gemessen. Der mit Bromphenolblau ge- 
farbte Streifen wurde dann mit 0,Ol-n. NaOH bei Zimmertemperatur eluiert. Unter diesen. 
Bedingungen konnten die rnit Amidoschwarz angefarbten Zonen nicht eluiert werden. 
Wie Fig. 1 zeigt, findet mit Amidoschwarz mehr unspezifische Adsorption an das Papier 
statt, was moglicherweise rnit Nangeln unserer Technik, mit ungenugendem Waschen 
oder mit der Natur der verwendeten Tuberkuloproteine zusammenhlngt. Es fand daher 
allein die Bromphenolblau-Methode Verwendung. 

Anode 

Fig. 1. 
Vergleich der Anfarbungsmethoden fur ein papierelektrophoretisch getrenntes Gemisch 

von Tuberkuloproteinen (Sup. 76). Bedingungen: siehe unter Methodik. 
Kurve A = Bromphenolblauanfarbung, eluiert rnit 0,01-n. NaOH und im Beckman- 

Kurve B = Bromphenolblauanfarbung. Direkte Ablesung im Elphorphotometer. 
Kurve C = Amidoschwarzanfarbung. Direkte Ablesung im Elphorphotometer. 
Die Ordinaten-Werte gelten nur fur Kurve A. Die Werte der Kurven B und C fallen in 

den gleichen Bereich. 

Spektrophotometer gemessen. 

13) W. Grassmann & K. Hannig, Z. physiol. Chem. 290, 1 (1952). 
14) H.  G. Kunkel& A. Tiselius, J. Gen. Physiol. 35, 89 (1951). 
15) Bezogen von Grycksbo Pappersbruk Aktiebolag, Grycksbo (Schweden). 
16) E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 (1950). 
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An f a r  b e n  d e r  P o l  y s a  c c h a r i d e  mit Hilfe der Perjodsaure-Schiff-Reaktion. 
Wir folgten den Angaben von Koiw & GronwuZP7) mit Ausnahme der Fiirbezeit; 10- 
20 Min. geniigten zur Entwicklung, langeres Anfarben gab stark gefarbte Papierstreifen. 

Quantitative Auswertung: Zur Messung der von den aufgetrennten Proteinen auf- 
genommenen Farbstoffmenge wurden die Papierstreifen in Segmente von 0,5 cm zer- 
schnitten, diese mit je 2 ml 0 4 , l - n .  NaOH eluiert und die Farbkonzentration der 
Eluate bei 595 mp im Beckman-Spektrophotometer gemessen. Die so erhaltenen Kurven 
werden weiter unten diskutiert. 

R e s u l t  a te .  
Fig. 2 stellt eine photographische Wiedergabe der papierelektro- 

phoretisch untersuchten und mit Bromphenolblau angefarbten Tuber- 
kuloantigene (siehe Tabelle I) dar. Es ist bereits hier deutlich, dass 
keine der isolierten Proteinfraktionen homogen ist. 

Anode 

Fig. 2. 
Filtrierpapierelektrophorese von PPD, von konz. Kulturfiltrat (KKF) und den in Tab. I 
beschriebenen Tuberkuloproteinfraktionen. 20 pl einer 10-proz. Losung jeder Fraktion in 
Veronalpuffer, pH = 8,6, p = 0,l wurden angewendet. Bedingungen: 19 Std.; +4O; 

22 mAmp. ; 220 V; Bromphenolblauanfarbung. 

Eine detaillierte Analyse der Fraktionen erhielten wir durch die 
quantitative Auswertung nach der Elution der Streifen. Die Kurven 
in Fig. 3-11 zeigen die Ergebnisse der Messungen. 

Fig. 3 zeigt deutlich die Kompliziertheit des nicht erhitzten 
konzentrierten Kulturfiltrates (KKF) und auch die grosse Ver- 
schiedenheit in der Zusammensetzung von PPD, dem Trichloressig- 
siiure-Niederschlag von erhitzten Kulturfiltraten. Offensichtlich 
variieren die Antigenfraktionen erheblich in ihrer Zusammensetzung, 
wie z. B. Vergleiehe von AL 701 und Sup. 76 oder AC 1 und AL 76 
zeigen. 

Einige der Fraktionen zeigen Proteinzonen mit ahnlichen Wan- 
derungsgeschwindigkeiten, was vermuten lasst, dass moglicherweise 
Proteine mit ahnlichem serologischem Verhalten vorliegen. Ent- 
sprechende serologische Versuche (Kreuzreaktionen) haben wiederholt 

. 

17) E.  Koiw & A. GronwalZ, Scand. J. clin. Lab. Invest. 4, 245 (1952). 
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gezeigt, dass auch tatsiichlich Proteine mit iihnliehen Spezifitiiten in 
verschiedenen Fraktionen zugegen waren l*). 

I( 50 

0 5 I0 I5cn 
Anode -+ 

KKF Fig. 3. 
* Anode 

PPD Fig. 4. 

30 - 

70 

90 
I 
0 5 I0 15cm 

Anode -+ 

Fig. 5. 

:I , , , , , !\h,, , , ,  , , 
+ 70 

90 

0 5 10 15cm 0 5 10 lScm 
4 
0 5 10 15cm 

* Anode -- Anode Anode -f 

AL481 Fig. 6. AL483 Fig. 7 .  AL701 Fig. 8. 

50 fiA, ;I;., ;h 
70 

90 

a 5 10 1 5 ~ ~  0 5 I0 15cm 0 5 I0 I I rm 
Anode Anode -* Anode > * 

AL '02 Fig. 9. AL 76 Fig. 10. sup. 76 Fig. 11. 
Fig. 3-11. 

Quantitative Auswertung papierelektrophoretisch getrennter Tuberkuloproteine. Die in 
Fig. 2 gezeigten Papierstreifen wurden in Segmente von 0,5 cm zersohnitten, mit 0,Ol-n. 

NaOH eluiert und bei 595 m p  gemessen. 

Schwanzbi ldung:  Einige Fraktionen wiesen bedeutende 
Schwanzbildung auf. Es war daher von Interesse festzustellen, ob 
diese Effekte durch die angewendete Technik bedingt sind, wie etwa 
durch Schwerloslichkeit der Antigene, zu starke Adsorption der 
Proteine an das Papier, oder durch die Unreinheit der Priiparate. 
Im Falle des leicht loslichen Sup. 76 beobachteten wir nie Schwanz- 
bildung, hingegen zeigten die schwerer loslichen Fraktionen AC 1, 
AL483, und AL 702 stets starke Schwanzbildung. Es ist moglich, 
dass im Verlaufe der Fraktionierung eine gewisse Denaturierung dieser 
Proteinpriiparate eintrat. 

18) 8. V .  Boyden, unveroffentlichte Versuche. 
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Wie jedoch in der nachfolgenden Arbeit Is) gezeigt wird, konnen 
gewisse Fraktionen durch Elektrophorese in Starke soweit gereinigt 
werden, dass bei der Papierelektrophorese die meisten Zonen ohne 
Schwanzbildung erhalten werden. Dies weist darauf hin, dass zu- 
mindest in einigen Fraktionen die Schwanzbildung durch andere 
Proteinstoffe verursacht ist 20) .  

Bei Versuchen zur Ausschaltung des Faktors ,,Adsorption“ 
folgten wir Hinweisen von TiseZius & I”Zodi.n21). Zahlreiche ober- 
flachenaktive Stoffe wurden zwecks Verminderung der Schwanz- 
bildung untersucht (z. B. Cetylsulfonat, Natriumcaprylat, Dodecyl- 
sulfat, Span 20, Tween 80). Nur mit Tween 80 zeigte sich eine An- 
deutung von Verbesserung des Elektrophoresebildes. Vorgangiges 
Eintauchen des Papierstreifens in verdunnte Proteinlosungen, um die 
Zentren der Adsorption zu blockieren, ergab keinerlei Anderung der 
Resultate. 

R e p r o  duz ie r  b a r  ke i  t d e r  Fr  a k t io nen. Zusammen mit dem 
serologischen Austesten hot die papierelektrophoretische Analyse 
einen guten Hinweis fur die Reproduzierbarkeit der Trennung der 
Fraktionen. Die meisten der in Tabelle 1 beschriebenen Antigene 
konnten in uber 25 ahnlichen Fraktionierungsprozessen wieder- 
gefunden werden. Die Verteilung der Zonen in der Papierelektro- 
phorese war stets ahnlich, wenn auch nie identisch. Die Scharfe der 
Trennungen der einzelnen Zonen wechselte von Fraktionierung zu 
Fraktionierung. Die Proteinkonzentration bei gleicher Wanderungs- 
geschwindigkeit anderte sich ebenfalls, wie direkte Proteinbestim- 
mungen zeigten. Die Ursachen derartiger Variabilitaten sind vermut- 
lich zum Teil in Veranderungen des Antigenspektrums, des Bakterien- 
stammes, der Wachstumcharakteristik und der Fraktionierungs- 
methodik xu suchen. Des weiteren birgt auch die papierelektro- 
phoretische Technik gewisse Fehlerquellen in sich. Wird die gleiche 
Fraktion auf 5 Streifen in einem Parallelversuch verteilt, so werden 
immerhin fast identische Zonenbilder erzielt (Fig. 12). 

Kam der gleiche Versuch mit neuen Papierstreifen unter sonst 
gleichen experimentellen Bedingungen zur Wiederholung, so wurden 
wohl ahnliche Zonentrennungen erhalten, aber die Wanderungs- 
geschwindigkeiten wichen von denjenigen des vorherigen Versuchs ab. 
Der Gebrauch von nicht identischen Papierstreifen, dann Elektro- 
osmose und Verdampfung des Losungsmittels sind nur einige der 
Variablen, die die Reproduzierbarkeit ungunstig beeinflussen. 

Die Anwendung von Albumin als Vergleichsprapa’rat ermoglichte 
es daher, die Resultate verschiedener Experimente zu vergleichen. 

19) E. Sorkin, J .  M .  Rhodes & S. V.  Boyden, Helv. 39, 1547 (1956). 
20) H .  G. Kunkel & A. Tiselius, J. Gen. Physiol. 35, 89 (1951). 
21) A .  Tiselius & P. Flodin, Adv. Protein Chemistry 8, 461 (1953). 



Volumen XXXIX, Fasciculus VI (1956) - hTo. 186. 1545 

Papiere lek t rophore t i sche  T r e n n u n g  v o n  P r o t e i n e n  u n d  
Po lysaccha r iden .  Die oben wiedergegebene Methode kann auch 
fur Trennungen von Proteinen und Polysacehariden in Antigen- 
praparaten benutzt werden. 

Anode 

Fig. 12. 
Reproduzierbarkeit der papierelektrophoretischen Trennung von Tuberkuloproteinen, 

Fraktion AL 76. 

Die Elektrophorese fuhrten wir bei 16  -20 mAmp, 220 V, 19 Stun- 
den bei + 4O aus. Nach Anfarben des Streifen fur Protein beziehungs- 
weise fur Polysaccharide ergab sich eine deutliehe Trennung der 
Protein- von den Polysaccharidzonen (Fig. 13). 

Anode 

Papierelektrophoretische Trennung von Tuberkulo-poly- 
sacchariden und -proteinen. Polysaccharid-Nachweis : mit 
Perjodsaure-Schiff-Reaktion. Protein-Nachweis: Brom- 
phenolblaufarbung. Angewendet 0,02 ml einer 10-proz. 

Fig. 13. Losung von KKF. 
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Di s kus  sion. 
Wie in andern Fiillen21)22) erwies sich auch in unseren Unter- 

suchungen das papierelektrophoretische Verfahren als wertvolles 
Hilfsmittel zur Hontrolle der Homogenitat von Tuberkuloproteinen 
und Polysaccharidfraktionen aus Kulturfiltraten des M .  tubercdosis. 
Die Methode hat der klassischen Elektrophorese von TiseZius gegen- 
uber den Vorteil, dass sie nur kleine Antigenmengen benotigt und 
dass sie einfach zu handhaben ist. 

Die Auftrennung der Proteingemische ist nicht immer befrie- 
digend, speziell bei den wenig loslichen Fraktionen. Dies ist vermut- 
lich zum Teil in der Schwanzbildung des nicht scharf abgetrennten 
AC 1 Proteins begrundet. Diese Fraktion zeigte konstant starke Ad- 
sorption durch das Papier und Schwanzbildung. Aus den bisherigen 
330 Versuchen geht noch nicht ganz klar hervor, ob Schwanzbildung 
nicht auch durch Denaturierung bedingt sein kann. Die Tatsache, 
dass etwa das Originalkonzentrat (KKF) fast keine Schwanzbildung 
zeigt, lasst auf eine gewisse Denaturierung zumindest bei einigen 
Fraktionen im Verlaufe der Fraktionierung schliessen. Ferner zeigten 
Versuche mit schwanzbildenden Fraktionen, die in Starke und Glas 
fraktioniert wurden (siehe folgende Arbeit), dass Stoffe rnit hoherem 
Reinheitsgrad fast keine Schwanzbildung mehr, sondern scharfe 
Zonen aufweisen. 

Wie sich feststellen liess, haben die Zahl der angewendeten 
Papierstreifen, ihr Abstand und die Antigenmenge einen gewissen 
Einfluss auf die Ergebnisse. Versuche, bessere Resultate rnit punkt- 
formigen Auflagen fiir das Papier statt mit freihangender Lage uber 
Brucken zu erzielen, verliefen ergebnislos. 

In  Verbindung mit serologischen Verfahren diirfte die geschilderte 
Methode von einigem Wert fur die zukunftige Arbeit rnit Tuberkulose- 
antigenen sein. 

SU&WARY. 

A filter paper electrophoretic procedure is described for the 
separation of tuberculo-proteins. The method could also be applied 
to  the separation of polysaccharide and protein mixtures. 

Tuberculosis Immunization Research Centre, 
c/o Statens Seruminstitut, 
Kopenhagen, Dartemark. 

22) H .  G. Kunkel, Methods of Biochemical Analysis I ,  141 (1954), Interscience Publ., 
New York. 




