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In dem Bestreben, mit moglichst kleinen Substanzmengen arbeiten
zu konnen, wurden in den letzten Jahren mehrere Verfahren geschaffen,
die eine Tono- bzw. Elektrophorese mit geringem Materialeinsatz ge-
statten!. Mit besonders wenig Material kommt man bei der Ionophorese
auf Filtrierpapier aus, die von Wieland? Biserted, Cremer und Tiselius?,
Durrum®, Turba und Enenkel® beschrieben wurde. Diese Autoren fiithrten
als Beispiele Trennungen von synthetischen Aminosiduregemischen und
von Eiweilistoffen an.

Substanzknappheit stellte mich vor die gleiche Aufgabe. In einem
TFall handelte es sich wm die Zerlegung eines Eiweilhydrolysates?, in
einem zweiten um die Reinheitspriifung eines Polypeptides?; ein dritter
Fall erforderte die Priifung verschiedener Trennverfahren bei der Iso-
lierung eines Glykoproteides’. Im Beispiel drei handelte es sich um
Serienversuche.

Die bisherigen Anordnungen gaben in den erwahnten Fillen nur wenig
befriedigende Resultate.” Die Substanzen waren entweder iiberhaupt
nicht voneinander getrennt worden, oder in Folge der langen Versuchs-
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zeiten war eine unertrigliche Verbreiterung der einzelnen Zonen ein-
getreten. Es war auch nicht méglich, eine Trennung durch Wanderung
iber grofle Strecken zu erzwingen. Dadurch sank namlich die Flichen-
konzentration unter die Nachweisgrenze. AuBerdem waren bei den
Serienversuchen die langen Versuchszeiten (10 bis 15 Stdn.) sehr hinder-
lich.

Das einzige Mittel, die listigen Diffusionserscheinungen zu verringern
und die Versuchszeiten abzukiirzen, bestand darin, hohere Spannungs-
gefiille zu verwenden. Das war nun mit den gebrduchlichen Apparaturen
und Puffern nicht moglich, da starke elektroosmotische Stérungen das
Bild verwischten.

Die im folgenden beschriebene Apparatur vermeidet nun diese Nach-
teile und bietet folgende Vorteile:

1. Die Anwendung von mittleren Spannungsgefillen bis zu 50 Volt/cm
(darunter ist der Mittelwert zu verstehen, der sich aus der angelegten
Spannung und der Lénge des Filtrierpapierstreifens zwischen den Elek-
troden berechnet). Die Versuchsdauer konnte damit auf 20 bis 30 Min.
abgekiirzt werden,

2. Thre Dimensionen sind leicht variierbar, weil sie aus einfachsten
Laboratoriumsgerdten zusammengesetzt ist. Die zur Untersuchung ge-
langenden Mengen kénnen beliebig gewidhlt werden; die Apparatur it
sich auch fiir priparative Zwecke im mg-MaBstab verwenden?.

3. Das Losungsmittel, daB die Anwendung dieser hohen Spannungs-
gefiille erst gestattet, hat noch einen weiteren sehr hoch einzuschitzenden
Vorteil: Es besteht aus einem Essigsdure-Pyridin-Gemisch in wiBriger
Lésung und kann durch Erwérmen, Trocknen im Vakuum oder Be-
handeln mit geeigneten Losungsmitteln leicht entfernt werden. Mithsam
entsalzte Hydrolysate oder Peptidlosungen werden dadurch nicht wieder
neuerlich mit Mineralsalzen verunreinigt. Die praparative Trennung ge-
staltet sich dadurch sehr einfach und schnell, Papierchromatogramme
kénnen unmittelbar anschlieBend durchgefilhrt werden.

4. Es gibt Substanzen, z. B. organische Sduren, deren Nachweis am
Papier durch Puffersalze gestért wird. Diese Substanzen kdnnen bei
Verwendung obigen Losungsmittels ohne Schwierigkeiten erkannt werden.
Die Leistungsfihigkeit der Anordnung sei an folgenden Beispielen dar-
gelegt (ihre experimentelle Durchfiibrung ist im Versuchsteil zu finden):

1. Diagramm eines Eiweihydrolysates (Abb. la).

Die Streifen bedeuten von unten nach oben: Asparaginsiure, Mar-
kierung der Ausgangsstellung, Glutaminséure, Monoaminomonocarbon-
séuren, Histidin, Lysin, Arginin.

Man sieht, dall unter den gewihlten Bedingungen (px 4, 20°) sowohl
die Gruppen der Monoaminomongearbonsduren, Monoaminodicarbon-
sduren und Hexonbasen, als auch die einzelnen Monoaminodicarbonsiduren
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und Hexonbasen voneinander getrennt werden. Fiir die Trennung Lysin-
Arginin ist es notwendig, das Hydrolysat gut zu entsalzen. Die Auf.
trennung der Monoaminodicarbonsiuren und Hexonbasen ist von Be-
deutung, da es bei der Papierchromatographie schwierig und zeitraubend
ist, eine solche zu erreichen. Beide Methoden ergidnzen sich also in gliick-
licher Weise.

2. Diagramm eines Antigens aus Brucella abortus bang® (Abb. 1b).

Die Streifen sind von unten nach oben in folgender Art zu deuten: um
die Ausgangslinie liegt die Hauptfraktion, ein Polypeptid-Polysaccharid-

Arginin
Lysin
Histidin

Monoamino-
monocarbon-
sren
Glutaminsre
Asparaginsre

Abb. L.

Komplex. Der zweite und der dritte Streifen sind Begleitstoffe von
Peptidcharakter.

Wie aus zahlreichen Versuchen und auch aus Abb. 1b hervorgehs,
ergeben Peptide bei obiger Anordnung besonders klare und scharfe
Streifen. Der Wert, der Methode ist also fiir diese Korperklasse unver-
kennbar.

3. Diagramm organischer Siuren (Abb. L¢).

Die Streifen bedeuten von unten nach oben: Apfelsiure, Bernstein-
sdure und die Markierung der Ausgangsstellung. Bei diesem Versuch
wurden unseres Wissens erstmalig nicht fliichtige organische Sduren mit
Hilfe der Papierionophorese getrennt.

4. Diagramm "anorganischer Ionen (Abb. 1d).

Die Streifen bedeuten von unten nach oben: Markierung der Aus-
gangsstellung, Cupriion, Cadmiumion. Die Trennung dieser Tonen ist
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iiberraschend, da sich die Ionenbeweglichkeiten der beiden Stoffe nur
um 0,29%, unterscheiden®.

Die beiden letzten Versuche zeigen, dal} sich die Papierionophorese
keineswegs auf die Trennung von Eiweil und dessen Abbauprodukten
beschrinken mul, sondern allgemeiner anwendbar und entwicklungs-
fahig zu sein scheint.

Experimenteller Teil.
Beschreibung der Apparatur.

Die Apparatur besteht aus einem Becherglas, Filtrierstutzen oder Stand-
glas (1); die Dimensionen richten sich nach den jeweiligen Untersuchungen.
Weiters benétigt man eine kleine Kristallisierschale (2) und eine geeignete

Klammer (3). Ferner ist eine Spannungsquelle
von 500 bis 1000 Volt und 20 Milliampere

- + . . L
5 18” 'ﬁsﬁy erforderlich sowie zwei Zinnelektroden (4, §)
und ein Streifen Filtrierpapier (6). Die Kristalli-
Jﬁ —7 sierschale wird mit der Klammer etwa 2 ecm
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Abb. 2. Abb. 3.

unterhalb des oberen Randes des Filtrierstutzens innen befestigt und mit
dem unten angegebenen Losungsmittel gefiillt (7), ebenso der Filtrierstutzen
einige Zentimeter hoch (8). Der — wie unten beschrieben — vorbereitete
Papierstreifen wird nun mit dem einen Ende in das Losungsmittel in der
Kristallisierschale, mit dem anderen Ende in das des Filtrierstutzens getaucht
und dann der ganze Filtrierstutzen mit Toluol vollgefillt (9). Von den
Elektroden taucht die Anode (4) zweckmiBig in den Filtrierstutzen, die
Kathode (5) in die Kristallisierschale ein.

Das Lésungsmittel besteht aus wiBr. 10 vol.-%iger Essigsiure und einer
wechselnden Menge Pyridin. Abb. 3 liefert Anhaltspunkte tber die Ab-
héngigkeit des pH-Wertes vom Pyridingehalt der Losung.

Die Titrationskurve von Abb. 3 wurde elektrometrisch mit einer Antimon-
elektrode!®, die mit dem Acetatpuffer nach Walpole!' geeicht worden war,
aufgenommen.

9 J.D’Ans und K. Lax,} Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker,
S. 1237. Berlin. 1943.
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Vorbereitung des Filtrierpapierstreifers.

Ein Streifen aus Filtrierpapier Schleicher-Schill 602 hart, fir Unter-
suchungszwecke etwa 2cm breit, fiir priparative Zwecke entsprechend
breiter, wird in das Losungsmittel getaucht und zwischen Filtrierpapier
gut abgepreft. Dann wird an der gewinschten Stelle mit Hilfe eines feinen
Marderhaarpinsels die Substanz in Form eines Streifens normal zur Léngs-
richtung des Papierstreifens aufgetragen und dieser direkt in den Apparat
gehéngt.

Versuchsbedingungen der Diagramme 1 bis 4 (Abb. 1a bis d).

Grife der Streifen: 2 X 15 cm.

Liosungsmaittel: Bei Versuch 1 und 2 Essigsdure-Pyridin-Gemisch von
PH 4; bei Versuch 3 und 4 10%ige Essigsdure.

Spannung und Stromstdirke: 510 Volt, 3 bis 4 Milliampere; der Spannungs-
abfall erfolgte auf einer Strecke von 11 cm, das mittlere Spannungsgefille
betrug also 46,3 Volt/em.

Versuchsdauer: 20 Min., Zimmertemp.

Enswicklung: 1 und 2 mit Ninhydrin; 4 mit Schwefelwasserstoff. Der
Nachweis der nicht fliichtigen organischen S#éuren erfolgte durch Besprithen
mit einer Lisung von 232 mg KJ, 55,6 mg KBrO; und 300 mg Stirkepaste
nach Zulkovsky (Merck) in 10 ml dest. Wasser. Im Laufe von 10 Min. ent-
wickelte sich die Blaufdrbung, die jedoch nur kurze Zeit anbilt. Nach er-
folgter Trocknung bleibt eine braupe Firbung auf gelbem Untergrund.
Die Empfindlichkeit fir Séuren mit einer Dissoziationskonstante von 10-*%
bis 10¢ ist etwa 5 y/em?.
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