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Kombinatian ‘van HechspaRnungrelektrapharese: und k&l~&wchramate~ 
gpq&g ,,’ “‘:; :: “, :/ /’ ‘,,; :’ ,” . ,’ ,I/. .:, - ., 

, _ :’ ; : ‘.,l. ,i,, ‘. ,.- .:, 
5.: Fiir komplexe ‘Gemische ,gestattet,’ clie. von KICKSI~FEN: UND WESTPHAL' be- 

schriebene 1: M&ode ‘der ‘, Kombination G5n IIochspannungselektrophorese und 
Papierchromatographie,~,.” the spgter durch INGRAM'S~ “finger prints” besonders 
bekannt wurde, nicht ‘immer eine sichere Trennung von AminosSiuren und Peptiden. 
Unter gewissen Umst5nden wird’ keine iibersichtliche. Abgrenzung der Komponenten 
erreicht, insbesondere ist dies nach. der chromatographischen Trennung ?u beobach- 
ten. ‘Eine unzul%ngliclte Treunung : der Banden’, wird entw,e&r- durch Diff usionser- 
scheinungen bei sehr langer ~Versuchsdauer be,dingt, oder’ “aber -,die Substanzen,,lbe- 
sitzen in dem ~‘verwendeten”Fliez+nttel sehr’ ghnliche +W.erte! .zu ungentigender 
Abgrenzung der Flecken’k+,nn :es ~auch”kom$en, wenn Fraktipnen geringerer Konzen- 
tration in unmittelbarer Nachbarschaft von,solchen mit,hoher :Konzentration. liegen. 
Durch derartige Probleme :wurde .I; die Untersuchung von Fleischextraktcn und 
tryptisch gespaltenem ,,Protein,i@~~.chwert,’ die,$zr. eine van. ‘uns (I(.) zur Herstellung 
bakterieller NBhrbijden gewdnnen:~l&tte. b;, 

., ,* 
.-.I ‘.., r,/: ,.‘,, 

Durch den Einsati der Ruudfilterchromatogrjphie anstelle ,der auf- oder 
absteigenden Chromatographie, konuten wir jedoch .auch, in diesen F,gllen auf Grund 
der radial wachsenden Entwicklungsfl&che eine, scharfc Bandenbildung erzielen. 
Diese Trennung l&St sich in ‘bekannter Weise: durch &veimaligen ‘Lziuf des Fliess- 
mittels verbesserna. _’ .,’ I I “. 

Die Rundchromatographie’ erlaubt wegen der radi&leti~“Entwicklung t&d: dcr 
cladurch bedingten Ausbreitung der Bande’n, in Kreisselctoren:: r&malerwkise keine 
Kombination mit einem zweiten Trennverfahren. Wenn dber: durch die I%ochspan- 
nungselektrophorese in. der ersten,L’aufrichtung eine wenigstens teilweise Auftrennung 
e,rfolgt ist, so. lassen sich die, guten: Trenneffekte ,der RadiGrchromatographie zur 
weiteren Differenzierung schwierigcr Stoffgemische ausnutien., ,.‘. : .I’, 1 
.) 

Zur Trennung eines Gemisches von ,Peptiden und .Amino&uren mit sauren, 
basischen und neutralen Komponenten wurde ‘die zu untersuchende Substanz ‘als 
5 mm breiter Startstrich in einem hbstand von 10 mm von der Mitte eines Papier- 
bogens’ (400 ix 3’06 mm) .ftir die ~Hochspannungselektrophorese aufgetragen und 
parallel dazu, ein :Gemisch von Vergleichssubstanzen. : 4 

,’ Die Bochspannungselektrophorese erfolgte bei pE1 6.0 [Puff erliSsung : ,Pyridin- 
EisessigiWasser (zoo: IO : Sgo, .v/v) 1, 50 V./cm, etwa 2, mA/cm, Temperatur in der 
Ktihlkammer zwischen -I und + z”, Versuchsdauer .40 Min. .Als geeignete Papier- 
sorte’erwies sic11 -d’as FN, 4APapier des VEB Spezialpapierfabrilr~Niederschlag/Erzgeb. 
Nach Beendigung des, Versuches werden ‘die Elektropherogramme getrocknet; 
In der ,Mitte zwischen. den beiden Startlinien markiert m& das ,Zentrum der Radial- 
entwicklupg (vgl, ‘Fig; I). .’ : b , : : : : 

‘Als Fliessmittel fiir : ‘die ‘. Chromatographie diente ein Gemisch aus Butanol- 
Eisessig-Wasser (4: I : I, v/v). Die Chromatographie erforderte:im Durchlaufverfahren 
etwa 12 ‘St; Die weitere, Behandlung undl Anfarbung: des Chromatogramms~ erfolgte 
mit: den bekannten Methoden. ” : : .’ .‘, ‘:; ; -.,zL,. ; ,‘, ‘. 

,;’ : Auf :diesem Wege.ist:die einwandfreie Trennung,der sauren, basischen und,fast 
aller ‘neutralen Aminosguren mijglich. ,Zur intensiveren Auftrennung .der ,Gruppe 
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von neutralen Amino&men und Peptiden wird diese Fraktion nach der Hochspannungs- 
eleklroplio~esc~’ isolieri : u’nd ‘durch die.. “‘strip’ .transfer method!‘4 erneut atifgetrageri.’ 
Zur Elektrophorese verwendet man nun eine Pufferl&ung vom pH 1.1 [Ameisen,: 
sgure-Eisessig-Wasser (IS : IO: 95, v/v) 1. Da die Substanzen in dieser Pufferl6sung 
ausschliesslich kathodisch wandern, wird der Startpunkt ,1oo,mm von der Anoden- 
seite gewghlt, Zur Festlegung des r Zentrums fiir die. Radialentwicklung, das etwa in 

: I’ 

Fig. I. ‘&inosBurif;al&ionierung in zwei Pcptid-ToCalhydrolysaten. Start 2ur hochspannungs- 
elektrophoretischcn Trcntiung’dc6’Peptid-Totalhydrolysates in dcr obercn und unteren Laufreiho 
auf dem mittleren Startstrich (in: der -Mittc ‘dcr Figur). ~Midtlcrc Rqihe: Trennung des Modell- 
gemisches slurer. uncl basischer Aminosluron., 

” 

der Mitle der getrennten Substanzen ,liegen. ~011, l%sst man bei der Elektrophorese 
an der ti,usseren Kante des Bogens. ein Vergleichsgemisch van. Aminos&uren laufen. 

:‘, Zur Auswertung dieser zweidimensionalen Chromatogramme, von uns als 
“radial finger prints” .bezeichnet; .wirdf der Mittelpunkt. der entstandenen Kreisseg- 
mente festgelegt. Durch Projek$ion auf die ,Ausgangsposition erh%ll man die ideale 
Lage ,der, einzelnen Komponenten.: D.iese I ':'Spektren'f sind fiir Vergleichsmessungen 
mit .Modellgemischen ,besonders geeignet,, da .beide’ Substanzgemische unter streng 
vergleichbaren Bedingutigen getrennt werden. Wie Fig. I zeigt, ‘sind die sauren und 
basischen voti den neutralen AminosUren in eindeutiger Weise, gelrennt., : I, 

Die Methode ermiiglichtl aber: :auch ,eine ,erIolgreiche Trennung. innerhalb der 
Gruppe der neutralen Substanzen (Fig; 2). Da ‘die sauren und basischen Aminos&uren 
gegeritiber,’ der. neutralen Gruppe durch’ die ,EJektrophorese sehr vie1 weiter vom 
Startpunkt entfernt werden, erreicht sie bei der radialen Entwicklung ; das Flies& 
mittel sehr sp&t,‘“‘st~ dass sie fast ,keine Vergnderting ihrer Lage mehr zeigen, w&hrend 
die‘neutralen.AmitiosZiuren, mit Ausnahme ‘des Paares Glycin-Serin; getrennt werden. 

J; Cltromatog.. 23 (IgGG) -333-335 



NOTES 334 

: 

Fig. 2. FrnkCionierung dcr ncuLralen hminostiurcn in, einem FleischextrakL (bakt;ericllcr N%hi- 
boclen) ,’ Oberes Spelrtruin : Aminostiu’re-Vergleichsgemisch. Unteres SpelrtrL~m: FlcischextraltC. 
Start; (HE) : I<~tAodisch, am Ende dcr Doppellinie. Start (PC) : Im cirigezeichn&cn l?unk~‘(SlaM- 
mitte). .I = ,%Ala; 2 = Gly; 3 = Ala; 4 = Pepi;id; 5 = Val; C = Ser; 7 = Lou; 8 = Thr; g,== 
Pro (im Vergleichsgemisch) und Peptid (im Fleischexlxakt); IO = Met; II = Pcptid; 12 = 
GluNH,; 13 = Phc; 14 = (Cys),; 15 = Tyr; 16 = Try; 17 = Tczu. 

Die LeistungsfLhigkeit des Verfahrens konnten wir bei der Trennung van 
W3-markierten Cysteinderivaten erneut erprobenG. 

UT FREXMUTK 
K.~H. KLUDAS 

I 13. I<ICKWtjFEN UND 0, \'ESTPWAL,Z. llUtZWfOYSC/~., 7b (1952) 655. 
2 V.M. INGRAM, Natwe, 178 (1956) 792. 
3 J. HEILMANN, J. BARRO~LIIZR UND E. WATZRE, Z. PAysiol. Chcm4, 309 (1957) 21% 
4. E, L. DURRUM,J. CoEloid Sci., G (1951) 274. 
5 NichL,puplizierte Untersuchungcn mit ?. D~RR, Diplontnrbcil, Technischc Universitat Dresden, 

sgG5. 
: 

Eingegangen den 24. Dez’ember 1965 
-.... .I_ 

* Direktor : Prof, Dr. hslbil. U. FR&MUTW. I 

J. CAromaZo~., 23 (I&),, 333-335 


