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Das unsaubere Arbeiten mit gedlten Papieren und der Wunsch hoéhere Grade der
Lichtdurchlédssigkeit zu erreichen, als die bei normalen Papieren bestenfalls erreich-
baren 20 %, haben Anlass gegeben, Methoden zu entwicklen, welche die Pherogramme
als durchsichtigen Trockenfilm liefern. Ein Schritt in dieser Richtung war das von uns
empfohlene Imprignieren des Papiers mit IL.acken von gceignetem Brechungsindex?,
wobei trockene Filme entstehen, deren Transparenzgrad dem gedlter Papiere entspricht.

Es wurden weiterhin Methoden entwickelt, welche Pherogramme als durch-
sichtige Filme von sehr hoher Lichtdurchlissigkeit und gleichméssigem Untergrund
liefern. Dieses Ziel lisst sich prinzipiell' auf 3 Wegen erreichen: .

A. Die Pherogramme werden von vornherein auf durchsichtigen Medien gemacht,
welche nach TFédrben und Trocknen unmtttelbar einen durchsichtigen IFilm geben;
z.B. Agargel, Collodiumgel, Stéirkegel. '

B. Es wird auf Trigern elektropheriert, welche sich nachtréglich in einen durch-
sichtigen Film umwandeln lassen. In Frage kommen hierfiir besonders Triger aus
Acetylcellulose, z.B. acetylierte-Papiere, Membranfolien aus Acetylcellulose.

C. Normale, gefirbte Papierpherogramme werden mittels eines elektrophoreti-
schen Kontaktkopierverfahrens auf einen durchsichtigen Film kopiert.

Es soll hier allein die Herstellung durchsichtiger Pherogramme behandelt werden.
Die eigentliche elektrophoretische Technik wird nur insoweit beriihrt, als sie wichtig
[iir die Herstellung solcher Pherogramme ist.

A. Durchsichtige Medien

Agargel. Die besonders von GRABAR und Mitarbeitern? ausgebaute Elektrophorese
auf Agargel wurde von GIRrI® technisch weiterentwickelt, indem er als Unterlage fiir
das Agargel Cellophanmembranen oder Polyesterfilm verwendete; er bekam so
trockene, durchsichtige Pherogrammfilme.

Als Tridger hat sich bei uns eine mit einer Klebschicht aus Chlorkautschuk
versehene PVC-Folie (Handelsname: Tesafilm No. 4) sehr gut bewédhrt. Wir spannen
~ diese Folie unter Einrahmen mit Leukoplastband auf eine Glasscheibe auf und giessen
die heisse, pufferhaltige Agarlésung auf die Klebschicht. Das erstarrte Agargel haftet
gut auf dieser Chlorkautschukschicht und wird spéter beim Trocknen mit dem PVC-
Film fest verklebt. Der Agarfilm wird zusammen mit der Glasplatte in die Elektro-

J. Chromatog., 4 (1960) g9-107



I00 ' J. BARROLLIER .
phoreseapparatur eingesetzt; die Stromzufuhr aus den Puffertrégen erfolgt in be-
kannter Weise tiber aufgelegte Briicken aus dickem Filterpapier. Bewéhrt haben sich
Gele mit 0.5-0.75 % Agargehalt. Zusatz von 2—5 9% I,2-Propylenglykol erhéht die
Geschmeidigkeit der Gele, unterdriickt die Bildung von Rissen und auch das Aus-
kristallisieren von Puffersalz beim Trocknen; ferner wird dem Austrocknen des Gels
wihrend der Elektrophorese entgegengewirkt.

Steigende Agar-, Puffer- und Propylenglykolkonzentrationen wirken sich in
einer Verlangsamung der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten bei
erhéhter Zonenschirfe aus. )

Zur Auftragung der Substanz legen wir eine aus einem ca. 0.5 mm dicken Glas-
faden haarnadelférmig gebogene Glasspange auf das oberflichlich leicht angetrocknete
Gel und lassen die Substanzlésung in die Spange einfliessen, wo sie kapillar festge-
halten wird. Nach einigen Minuten wird sie mit einer Pinzette vom Gel abgehoben;
hakenférmiges Abbiegen eines Schenkelendes erleichert dies. Die Losung bleibt als
scharfer Strich auf dem Gel liegen und diffundiert rasch vollstindig ein.

Die gelaufenen Pherogramme werden zunidchst auf der Glasplatte ausgespannt
belassen und im Warmluftstrom bei ca. 35° getrocknet, wenn nétig anschliessend bei
80-90° hitzedenaturiert und dann von der Glasplatte abgenommen. Firbung in
iiblicher Weise; am Dbesten aus o.1 %iger Farbstofflésung in g5 %igem Methanol
(2 % ZEisessig enthaltend). Proteinpherogramme wurden gefdrbt mit Amidoschwarz
10B, Neucoccin, Rubin S, Wasserblau 6B, Indigotetrasulfonat. Der Untergrund wird
rasch und vollstidndig entfarbt.

Sollte sich die Agarschicht an einigen Stellen von der Unterlage abheben und
sich etwas Fliissigkeit in einer Blase ansammeln, dann sticht man sie im Entfdrbungs-
bad mit einer Nadel an. Der Blaseninhalt lduft aus und das Gel legt sich glatt an die
Unterlage an; der Einstich ist nicht mehr sichtbar. Zum Trocknen spannt man den
Film mit der Agarschicht nach aussen auf eine gewoélbte Flidche, z.B. eine grosse
Glasflasche auf.

‘Die Lichtdurchlissigkeit dieser Agarpherogrammfilme liegt zwischen 75 und
80 %. Die Proteinzonen sind stets klar durchsichtig. Bei Veronalpuffer, pH 8.6 ist
die kathodisch gerichtete Endosmose sehr gross.

Collodiumegel. Das Prinzip besteht darin, aus einer Collodiumlésung und einem ge-
eigneten Fiillmittel (1,2-Propylenglykol, 1,4-Butylenglykol) eine Giessmasse herzustel-
len, die beim Verdunsten des Athers zu einem klaren Gel erstarrt. Dieses Gel wird durch
Baden in Pufferlésung vom Fiillmittel, sowie von Resten Alkohol und Ather befreit. Man
erhélt klare. sehr wasserhaltige und doch steife Gele die beim Eintrocknen véllig durch-
sichtige Collodiumhé&ute geben. Als Tréger fiir das Gel eignen sich IFolien aus Celluloid
oder Acetylcellulose, auf denen das Gel und spéter die Collodiumhaut gut haften.

Als Giessmassen haben sich bewidhrt: .

(1) 40 ml Collodiumldsung (4 %ig) + 40 ml Butanol + 160 ml 1,2-Propylen-
glykol. Ausgewiéssertes Gel = ca. 0.8 %ig an Trockensubstanz.

(2) 2o ml Collodiuml&sung (4 %ig) + xo ml Butanol + 200 ml 1,4-Butylenglykol.
Ausgewissertes Gel = ca. 0.3-0.4 %ig an Trockensubstanz. .
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Die Trégerfolie wird auch hier mit Leukoplastband auf einer Glasplatte aus-
gespannt und die Collodiummischung 1.5-2 mm dick in den Leukoplastrahmen auf
die Folie gegossen. Nach 1 %-2 Stunden ist die Masse zum Gel erstarrt. Nach Aus-
wissern in Pufferlésung ist das Gel fiir die Elektrophorese bereit. Sowohl das frisch
gegossene als auch das pufferfeuchte Gel sind einige Zeit (ca. 8 Tage) unverédndert
haltbar. ‘.

Die Elektrophorese selbst geschieht in bekannter Weise, wie z.B. bei Agargel
(s.0.). Fliichtige Puffer sind vorteilhaft; bei hohen Konzentrationen an nichtfliich-
tigen Puffern kénnen beim Trocken Puffersalze auskristallisieren und sich nach dem
Firben auf dem Film als Abdriicke markieren.

Die getrockneten Pherogrammfilme werden von der Glasplatte abgezogen und
wie iiblich gefiarbt. Der Untergrund nimmt {iberhaupt keinen Farbstoff an und lédsst
sich daher besonders leicht farblos waschen.

(a) Proteine werdenin o.1 %igen Farbstofflésungen in 0.1 IV essigsaurem 50 %igem
Methanol gefidrbt (z.B. Neucoccin, Rubin S). Fiir Amidoschwarz 10B empfiehlt sich
cine 0.01 %ige Farbstofflésung. .

(b) Saure Mucopolysaccharide werden aus schwach essigsauren wissrigen
Lésungen von Toluidinblau oder Brillantcresylblau angefédrbt. Der Untergrund nimmt
im Gegensatz zu Papier keinen Farbstoff an und wird leicht farblos gewaschen.

(c) Zur Sichtbarmachung von Aminosiuren badet man den Film 5-10 Minuten
lang in einer Ldsung von 300 mg Ninhydrin + 30 mg Cd-acetat in 30 ml sec.-Butanol
und trocknet dann an der Luft. Nach kurzer Zeit setzt die Ausbildung der Rotfdarbung
der Aminoséduren ein.

Diese Pherogrammfilme sind vollig klar und durchsichtig. Die Lichtdurchlissig-
“keit liegt zwischen 84 und 88 % (400-600 my). Die Collodiumhaut ist trocken 5-15 s
dick.

B. Naclhirdglich in esnen durchsichtigen Film umwandelbare Triger

Membranfolien (kduflich als “Membranfolien zur Elektrophorese”). Mit diesen aus
Acetylcellulose hergestellten Folien erhidlt man besonders schéne Ergebnisse. Die
elektrophoretische Technik entspricht wvollstindig der Papierelektrophorese, wobei
horizontale Anordnung der Folien, z.B. in einer Apparatur nach LAURELL (sog.
““Nagelbrett’’), und ein Spannungsgefille von 6-7 V/cm zu empfehlen sind. Die
Pherogramme werden dann mit einem Gummirollenquetscher auf einer Glasplatte
glatt aufgequetscht und bei Zimmertemperatur trocknen lassen. Auf eine Hitze-
denaturierung kann bei vielen Proteinen verzichtet werden, sonst wird nur 5-10
Minuten bei 80° denaturiert. Lingeres und hoheres Erhitzen flihrt zum Kréiuseln
und Verziehen der Folien.

- Die Fdrbung der von der Glasplatte herunter genommenen Folie geschieht wie
bei Papierpherogrammen, wobei mit Leichtigkeit gute Anfiarbungen bei véllig weissem
Untlér'gr'und erhalten werden; z.B. Proteine mit den {iiblichen Eiweissfarbstoffen,
Kohlehydrate mit der PAS-Firbung, Aminoséduren und Peptide mit Ninhydrin—Cd-
acetat, saure Mucopolysaccharide mit Toluidinblau, ungeséittigte Lipoide durch
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Halogenaddition, Halogensilberbildung und anschliessende Reduktion zu Silber?,
Lipoide mit Sudanfarbstoffen.

Das gefidrbte Folienpherogramm wird nach dem Auswaschen des Untergrundes
nass auf eine Glasplatte mit dem Gummirollenquetscher aufgewalzt und mit Eisessig
bespritht. Die Folie sintert zu einer durchsichtigen Schicht zusammen. Nach dem
Verdunsten des Eisessigs ist der trockene Film bereits sehr lichtdurchlissig (80-83 %),
zeigt aber noch eine geringe Tritbung. Durch anschliessendes Besprithen mit Phenol-
Wasser—Eisessig (80:20:10) wird er schlechthin absolut durchsichtig; im Warm-
luftstrom bei 35—40° verdunstet das Phenol in 1 1—2 Stunden. Unter Wasser 16st sich
der Film leicht von der Glasunterlage. Er sieht aus wie die als Verpackungsmaterial
dienenden “Cellophanhédute’. 1—2 Stunden zwischen Filterpapier gepresst, bleiben
die Filme vollig glatt.

Dic Eisessig- und Phenolbehandlung schidigt die obcn genannten Firbungen
nicht. Der Einschluss der Farben in die Acetylcellulosemasse ist so vollstindig, dass
selbst von 16slichen Farbstoffen unter Wasser nichts herausgel&st wird. '

Da die Acetylcellulose bei der beschriebenen Durchsichtigmachung angelSst
wird, lassen sich die Membranfolien dabei leicht wverschweissen. ILLegt man beim
Aufquetschen auf die Glassplatte 2 Folien mit den Schnittkanten aneinander, so
verschmelzen diese beim Sprithen mit Eisessig usw. mit einander vollstindig; die
Verschmelzungslinie ist kaum sichtbar. Man kkann daher Pherogrammfolien der Linge
nach teilen, verschiedenen Fédrbungen unterwerfen (z.B. auf Proteine, Kohlehydrate
etc.) und nachtréglich wieder zusammen schweissen. Man bekommt so sehr eindrucks-
volle Bilder.

Oft zeigen Proteinzonen, besonders bei hSheren Konzentrationen, auf den
durchsichtigen Pherogrammen neben der Fdrbung auch cine Triibung. Unter dem
Mikroskop sieht man diskrete gefdarbte Proteinpartikel in einer klaren farblosen
Grundmasse. Die Triibung ist bei hohen Proteinkonzentrationen (z.13. Albuminzone
der Serumpherogramme) auch im durchsichtig gemachten, ungefidrbten Film sichtbar.
Das Gleiche gilt auch fiir Acetylpapiere, die in Paraffinél auf einen hohen Trans-
parenzgrad (ca. 60 %) gebracht wurden; bei den an gewShnlichen Papieren erreich-
baren méssigen Transparenzgraden (ca. 14—17 %) fillt sie kaum auf. Ob und in welcher
Stédrke Triibungen auftreten, hingt von der Art des Proteins ab; bei klaren Protein-
zonen zeigt das Mikroskop nur eine homogene Firbung des Films.

Trotz solcher Triibung bleibt bei der Direktphotometrie die lineare Beziehung von
Dosis und Extinktionskurvenfliche erhalten. Die Eichkurven werden lediglich steiler.

Vollacetyliertes Papier. Die Technik des Durchsichtigmachens von Membran-
folien lédsst sich auch auf vollacetylierte Papiere anwenden. Man erhilt auf diesen
Papieren sehr gute Pherogramme. Besonders lassen sich darauf Glycoproteine bei
vollig weissem Untergrund darstellen, wie HOLZER® gezeigt hat. Bei Zusatz von
10 % 1,2-Propylenglykol zum Puffer benetzen sich die Acetylpapiere wie gewhnliches
Papier; es geniigt auch schon dem Puffer etwas Aceton oder Alkohol zuzusetzen.

Beim Umwandeln in einen Trockenfilm muss vor allem der Einschluss von
Luftblasen verhiitet werden.
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Das Pherogramm wird unter Evakuieren mit Anisol durchtrinkt. Auf eine
Glasplatte bringt man eine Fliissigkeitsschicht eines Gemisches von Phenol-Anisol-
1,2-Propylenglykol (100:20:1.2) und legt das mit Anisol durchtrinkte Pherogramm,
ohne es vorher abzuldschen, auf diese Flissigkeitsschicht. Dann giesst man weiterhin
Phenol-Anisol-Propylenglykolgemisch darauf, bis das Papier wvollstindig damit
bedeckt ist. Es wird sofort vollig durchsichtig. Dann wird wagerecht liegend im Warm-
luftstrom bei 35—40° getrocknet. Den Trockenfilm 16st man unter Wasser von der
Glasplatte ab.

Der Pherogrammfillm hat 68 % Lichtdurchlissigkeit. Unter dem Mikroskop
sieht man darin noch einige Faserreste, vermutlich einige nicht vdllig acetylierte
Papierfasern. Daher ist der IFilm auch nicht glasartig klar, sondern zeigt noch eine
geringe Tritbung. Aus dem o0.23 mm dicken Papier Schleicher u. Schiill 2043 a, voll-
acetyliert, entsteht ein 0.17 mm dicker Film,

C. Kopierverfahren

Elektrokopien von Papierpherogrammen. Legt man ein feuchtes, gefdrbtes Papier-
pherogramm auf ein alkalisches Gel, so diffundiert rasch ein grosser Teil des vom
Eiweiss gebundenen Farbstoffs in das Gel; die Farbstoff-Proteinbindung wird bei
PH > 5-6 gel6st. Der zunidchst unvollstindige Farbstoffiibergang wird durch Anlegen
eines elektrischen Spannungsgefilles in Richtung Papier-Cel vervollstindigt und es
entsteht im Gel ein hinsichtlich Form und Farbstoffmenge getreues Abbild des Origi-
nals. Aus dieser Beobachtung wurde ein Kopierverfahren entwickelt.

Als Kopiermaterial dient eine mit Formalin leicht angehéirtete Gelatine, die auch
bei alkalischem pH nicht klebrig ist. Die daraus hergestellten Filme lassen sich trocken
aufbewahren und quellen beim Einweichen in Pufferlésung wieder zu einem Gel mit
den gewiinschten Eigenschaften.

Man stellt unter Erhitzen auf dem Wasserbad eine wissrige Losung her, die
20 % einer harten, farblosen Gelatine und 3 % Glycerin enthdlt. Wir benutzten die
Gelatinesorte “Smaragd’ der Fa. Heinr. Rathjen, Gelatinefabrik, Nienburg/Weser.
Zu 100 ml dieser heissen Losung gibt man unter griindlichem Durchmischen ro ml
einer 0.35 %igen TFormalinlésung (40 %iges Handelsformalin 1:120 mit Wasser
verdiinnt). _ :

Man giesst die heisse Gelatinemischung auf eine feuchte, auf einer Glasplatte
unter Einrahmen mit Leukoplastband (sog. Lassoband) aufgespannte Cellophanfolie
2—-3 mm dick auf. Fiir eine Fliche 30 X 50 cm werden ca. 500 ml gebraucht. Nach
dem Erstarren wird im Warmluftstrom bei ca. 40° getrocknet und dann der Gelatine-
film samt der fest daran haftenden Cellophanfolie in passende Stiicke zurecht-
geschnitten.

Man quillt diese Gelatinefilme bei Bedarf in Pufferlésung (s.u.), wobei sich gleich-
zeitig die Cellophanhaut ablést, die dann verworfen wird.

Die Apparatur fiir die Elektr okopie besteht aus

(x) einer Gleichstromquelle. Stufenlos regelbar bis maximal zo V belastbar bis
I-I.5 A,
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- (2) 2 Elektrodenblechen, entsprechend der Grésse der zu kopierenden Papier-
pherogramme, z.B. 20 X 6 cm. Anode = 0.05 mm starkes Pd-Blech. Kathode = 1
mm starkes Silberblech.

(3) 2 Kiihlplatten aus Glas; mit Wasserkiihlung.

Man wendet bei der Elektrokopie einen Ammonacetatpuffer vom pH 4.0 an,
bei dem die Farbstoff-Eiweissbindung noch nicht gelést und kein Farbstoff aus den
gefirbten Zonen eluiert wird. Erst das an der Kathode entwickelte Ammoniak 16st
den Farbstoff vom Eiweiss ab, der dann sofort elektrophoretisch in das Gelatinegel
abwandert. Der Ammonacetatpuffer wird durch Zugeben von konz. Ammoniak zu
0.2 N Essigsiure bis zum pH 4.0 hergestellt. Andere Puffersalze, z.B. Na-acetat,
erwiesen sich als weniger gut geeignet. . ’

Zur Ausfithrung der Elektrokopie legt man in der angegebenen Reihenfolge
aufeinander: , .

Kihlplatte; Anodenblech aus Pd; 15-20 Lagen puffergetrinktes Filterpapier
(ca. 7 mm); Gelatinegel (ca. 1.2—2 mm); mit Puffer bespriithtes Originalpherogramm;
2 Lagen pufferfeuchtes Filterpapier; Kathodenblech aus Silber; Kiihlplatte.

An die Elektrodenbleche wird eine Spannung von 10-15 V gelegt. Anfangs-
stromstirke = 0.8-1 A, die im Laufe des Kopierens auf etwa die Hilfte absinkt. Mit
Hilfe von zwischengelegten Streifchen aus diinner Pd-Folie wurden die Spannungs-
gefdlle in den einzelnen Schichten gemessen (Tabelle I).

TABELLE I

Schicht e:f;,’;c Spg‘:j’.";;;‘c”ff' Viem
kath. Deckblidtter 0.75 2.2 290.4
Originalpherogramm 0.35 0.7 20
Gelatinegel 1.5 7.2 58
anod. Papierblock 7.1 5 7.05

Man kontrolliert den Fortgang des Kqgpierens, indem man nach ro Minuten und
dann in Abstinden von 5 Minuten unterbricht, Kiihlplatte und Kathodenblech
abnimmt und das Originalpherogramm etwa zur Héilfte vom Gel abhebt, so dass es
nachher wieder in die urspriingliche Lage gebracht werden kann. Falls das Pherogram
und das aufliegende Filterpapier zu trocken erscheinen, spritht man mit Puffer nach.

Der Farbstoff wandert in etwa 12—15 Minuten quantitativ vom Papierpherogramm
in das Gelatinegel. Nach etwa 45 Minuten hat er auch das Gel durchwandert und
schldgt auf den anodenseitigen Papierblock durch.

- Aus den fiir Papier und Gel gemessenen elektrophoretischen Wanderungs-
geschwindigkeiten (Tabelle II) errechnen sich Kopierzeiten, die den experimentell
gefundenen nahe kommen; ndmlich 7.5 Minuten fiir den quantitativen Farbstoff- .
itbergang vom Pherogramm in das Gel und 55 Minuten bis zum Durchschlagen des
Farbstoffs durch das Gel. ,

Diese Uberschlagsrechnung beriicksichtigt nicht die fiir die kathodische Ammo-
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TABELLE II

WANDERUNGSGESCHWINDIGKEITEN (mm/V/h) VON NEUCOCCIN IN 0.2 M AMMONACETAT

pH Gelatinegel Papier*
7.0 1.84 2.73
6.0 1.64 - 2.42
5.0 0.5 2.02
4.0 0.5 2.02

* Machery u. Nagel 214.

niakentwicklung und dessen Diffusion zum Pherogramm erforderliche Zeit. Ferner
bleiben die im Gel herrschenden pH-Verhéiltnisse unberiicksichtigt.

Die Kopie wird in folgender Losung fixiert (ca. 20-30 Minuten): 84 Vol. Methanol
(95 %ig) + 5 Vol. Glycerin oder 1,2-Propylenglykol + 10 Vol. Formalin (40 %ig) +
1 Vol. Eisessig.

Das Gel wird hierbei entwiissert, die Gelatine stérker gehirtet, durch die saure
Reaktion der Farbstoff auf der Gelatine fixiert. Der Glycerin- bzw. Propylenglykol-
zusatz dient als Weichmacher. Die nachgehirtete Gelatine schrurnpft nicht beim
Trocknen.

Man lisst den fixierten Gelfilm hidngend an der Luft trocknen, bis er sich trocken
anfiihlt. Zum voélligen Durchtrocknen quetscht man den noch sehr schmiegsamen
Film auf eine Glasplatte, auf der er schwach anklebt. Nach dem Trocknen iiber Nacht
wird er biegsam-elastisch und bleibt nach dem Abnehmen von der Glasplatte glatt.
Die Elektrokopien sind beziiglich Form und Intensitit der Zonen originalgetreu:
Tritbungen in den farbigen Zonen (s.o0.) kénnen hier prinzipiell nicht auftreten.

Alle elektrophoretisch wandernden Farbstoffe eignen sich fiir die Elektrokopie,
besonders Farbstoffe mit Sulfoséiuregruppen, z.B. Neucoccin, Brilliantcarmoisin,
Indigotetrasulfonat. Eine Ausnahme macht Amidoschwarz 1o0B, weil es elektro-
phoretisch nur sehr langsam wandert (gepriift in 0.2 M Ammonacetat bei pH 8.0)
und erst bei stark alkalischer Reaktion, pH > 10 vom Protein eluiert wird. Bel
- Bromphenolblau muss die Indikatoreigenschaft beriicksichtigt werden.

Die elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten sind etwas unterschied-
lich, was sich in den Kopierzeiten ausdriickt. Indigotetrasulfonat > Neucoccin >
- Bromphenolblau.

‘ Auch Anfirbungen mit sulfurierten Tripenylmethanfarbstoffen, z. B Sdure-
fuchsin (Rubin S) oder Tintenblau, lassen sich elektrokopieren. Die Farbstoffe wan-
dern allerdings als ungefirbte ‘‘Farbbasen’’ in das Gel und werden erst beim Ansduren
der Kopien wieder sichtbar. Bei Zusatz von 2 ml 85 %iger H;PO,4/100 ml Fixierbad
treten die Farben rasch und haltbar wieder in Erscheinung. Die Unsicherheit in der
Kontrolle des quantitativen Farbstoffiibergangs spricht ]edoch gegen die Anwendung
dieses Farbstofftyps. :

- Beim Elektrokopieren wandert lediglich der l‘arbstoff in das Gelatmegel das
denaturierte Protein verbleibt auf dem Pherogramm und kann dort erneut angefirbt

J. Chwomatog., 4 (1960) 99—fxo7



106 ' - ]. BARROLLIER"

werden, so dass es wieder im urspriinglichen Zustand vorliegt. Es wird vorher etwa
30 Minuten gewdéssert, um eventuell anhaftende Gelatinepartikel abzuspiilen.

Bei gut denaturierten Proteinen kénnen vom gleichen Pherogramm mehrere
gleichwertige Kopien angefertigt werden, die im Extinktionenschreiber gleiche Kurven
geben. Zur Demonstration zeigen wir die Extinktionskurven von 2z aufeinander
folgenden Elektrokopien von Serum- und Prolaktinpherogrammen (Fig. r und 2).

£ 1. Kopie
05+
0.4t
E 1. Kopie
0.3k 0.3¢
0.2f 0.2}
04} 0.1
" 1
10 11 cm 7 cm
05r
[
0.4
E 2. Kopie
O.3F 0.3fF
o.2F o2f
O.1f O
(] : L L A A 1 1 L ' J, 1 L 1 L 3 o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mem 1 2 3 4 5 6 7cm .

Tig. 1. 5 91 Kaninchenserum. Veronalpuffer, pIl Fig. 2. 250 ¥y Prolaktinpriparat. Veronalpuf-
8.6, 0.6 u. Papier: Machery u. Nagel 214. Neucoc- fer, pII 8.6, 0.06 u. Papier: Machery u. Nagel

cinfarbung. Extinktionskurven bei 522 mu. Spalt- 214. Neucoccinfirbung. Extinktionskurven
linge = Zonenlinge = 25 mm, bei 522 myu. Spaltlinge = Zonenlinge = 22
mm. -

Die registrierten Kurven decken sich. Bei beiden Kopien des Prolaktinphero-
gramms ist das Verhiltnis der Extinktionskurvenflichen 2.r:1. Das Prolaktin be-
findet sich in der schneller laufenden, stirkeren Zone. : '
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ZUSAMMENTFASSUNG

Fir die Auswertung in Extinktionenschreibern werden LElektropherogramme als
trockene, durchsichtige Filme hergestellt. Es werden 3 Wege zur Herstellung solcher
Trockenfilme besprochen.

(1) Elektrophorese in durchsichtigen Gelen auf durchsichtigen Trigerfolien. Es wird
ausser dem bekannten Agargel ein Collodiumgel verwendet, welches sehr durch-
sichtige Filme liefert.

(2) Pherogramme auf Trigern aus Acetylcellulose (Acetylpapier, Membranfolien)
werden durch Lésungsmittel zu durchsichtigen Filmen gesintert. Die Durchsichtig-
machung von Membranfolien wird durch Phenolspray verbessert, so dass vollig
durchsichtige Filme entstehen.

(3) Es wird cin elektrophoretisches Kopierverfahren angegeben, bei dem der Farb-
stoff von einem Papierpherogramm auf einen durchsichtigen IFilm aus gehirteter
Gelatine iibertragen wird. Vom gleichen Original kénnen mehrere Kopien angefertigt
werden.

Es werden Arbeitsvorschriften {iir die Herstellung der durchsichtigen Pherogramm-
filme gegeben.

SUMMARY

For purposes of evaluation in extinction recorders, electropherograms were prepared
as dry, transparent films. Three methods for preparing such dry films are discussed.

(1) Electrophoresis in transparent gels on transparent supporting films. Besides the
well-known agar gel, a collodion gel was used, which gave very transparent films.

(2) Pherograms on supports consisting of acetyl cellulose (acetylated paper,
membrane films) were sintered to transparent films by means of solvents. The trans-
parency of membrane films is improved by a phenol spray, completely transparent
films being obtained. |

(3) An electrophoretic printing method is described in which the stain is transferred
from a paper pherogram to a transparent film of hardened gelatin. More than one
copy can be made from the same original.

Procedures for preparing the transparent pherogram films are given.
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