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Die Erfolge,  die mi t  Hilfe der  E lek t rophorese  auf  F i l t r i e rp~pie r  in 
der  le tz ten  Zeit  erziel t  wurden ~-6, erwecken das  Bedtirfnis  n~ch e inem 
einfachen Verfahren zur  qu~nt i t~ t iven  Auswer tung  der  dabe i  e rha l tenen  
Di~gramme.  Bisher  wurden  4 Verf~hren beschrieben.  Diese s ind:  

1. Die Methode yon Turba  u n d  EnenkeF.  Hier werden die einzelnen bei 
der Papierelek~rophorese erhMtenen und dureh Anf~rben siehtbar gemachten 
EiweiBfraktionen dutch Zersehneiden des Fil tr ierpapierstreifens isoliert und 
nach dem Eluieren kolorimetriseh bes~immt. 

2. D~s Verfahren yon Cremer u n d  T ise l ius  s. Dieses ist eine Verfeinerung 
der obigen Methode. Der Filtrierpapiers~reifen wird normal zu seiner L~ngs- 
r iehtlmg in zahlreiche schmale Streifchen zerschnitten mid deren Farbstoff-  
gehMt bestimm~. Aus den erhaltenen Ext inkt ionswerten l~I3t sich punkt-  
weise eine Kurve  konstruieren, die einer bei der freien Elektrophorese er- 
haltenen entspricht.  

3. Die Auswertung naeh Wie land  und Wir th  9. Diese erfolgt auf Grund 
der Retentionsanalyse.  
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4. Die Bestimmung nach Grassmann und Hannig 1~ Diese erfo]gt dutch 
Ausmessen des mit Monobromnaphthalin lichtdurchlgssig gemachten Filtrier- 
papierstreifens mat einem liehtelektrischen Spaltkolorimeter. 

Alle diese Verfahren gestatten vorerst nur eine punktweise Auswertung 
der Di~gramme. Das Verfahren yon Grassmann und Hannig  l~Bt sich 
dureh Anwendung einer se]bsttgtigen Registriereinrichtung l~ zwar ohne 
weiteres in ein kontinuierliehes Verfahren umwandeln, doeh ist d~fiir 
schon ein gewisser Aufw~nd erforderlieh. 

Die vorliegende Arbeit besehreibt nun I. ein einf~ehes, kontinuierliches, 
selbstregistrierendes Verfahren und gibt II. eine eingehende Behandlung 
der FeMerquellen, die bei der quanti- 
tativen Papierelektroiohorese auftreten 
kSnnen. 

I. Die q u a n t i t a t i v e  A u s w e r t u n g .  

Man benStigt hierzu einen normalen 
photographischen VergrSBerungsapparat, 
dessen Objektiv dureh eine Zylinder- 
linsenoptik (Periskop), die leieht ange- 
fertigt werden kann, ersetzt ist. Ferner 
braueht man Graukeile, die nach dem 
Verfahren veil Goldberg ll hergestellt wer- 
den kSnnen. Die Diugramme sind i~ 
kurzer Zeit und sehr einfach anzu- 
fertigen. Abb. 1 zeigt das Prinzip des 
Verfahrens. Im VergrSBerungsapparat 

. . . . .  . ~riltr~e ....... 
j ' ~ . . ' ~ 7 ~ . . ~ ' ~  " 

Abb. 1. 

befindet sich der bei der Elektrophorese z. B. nach 12 erhaltene, ange- 
fgrbte und durchsichtig gemachte Filtrierpapierstreifen oder besser 
dessen photographisehes Negativ. Das Brechungsgefglle der Zylinder- 
lblse liegt in der Riehtung des toiltrierpapierstreifens, es ge]angen also 
nur dessen Qllerstreifen zur Abbildung. Ohne Graukeil wiirde man auf 
dem photographischen Papier eine Fo]ge l~nger, streng p~ralleler Licht- 
streifen bekommen, die in ihren I-Ielligkeitswerten den ursprtingliehen 
farbigen Querstreifen entsprechen. Ein Graukefl, dessen Gef~lle nun 
in der Richtung dieser Liehtstreifen liegt, bewirkt eine verschiedene 
Sehw~tehung des durehgehenden Lichtes. An den dunklen Stellen zwischen 
den einzelnen Lichtstreifen wird, wenn der Graukeil entspreehend ab- 
gestimmt ist, kein Lieht durehge]assen, bei den Liehtstreifen je naeh 
ihrer Helligkeit Licht bis zur entspreehenden I-IShe des Keiles. Man 

lo W. Grassmann und K.  Hannig, Naturwiss. 87, 496 (1950). 
11 E. Goldberg in F. Weigert, Optische Methoden der Chemie, S. 59ff. 

Leipzig. 1927. 
12 H.  Michl, Mh. Chem. 82, 489 (1951). 
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erh'~lt so Schat tenkurven (Abb. 2), die niehts anderes Ms eine Umwandlung  
der Folge yon starken und schwachen Lichtstreifen i.n grSBere und kleinere 
Hfige] sind. Die jeweilige HShe dieser Hiigel ist ein MM3 ffir die 
Extinktionsdifferenz zwischen den angeffirbten und nicht  angef/irbten 
Stellen des Papierstreifens und damit  fiir die EiweiSkonzentrat ion an 
der betreffenden Ste]le. Die Gesamtkonzen t ra t ion  an einer Eiweig- 
komponen~e ist proportional der Fldche eines Htigels, ganz analog, w ie  
das bei der /reien Elektrophorese bei dem Verf~hren von Phi lpot  ~3 und 
Longsworth ~ d e r  Fall ist. 

Abb. 2. Abb. 3. 

Fiir das Zus tandekommen einer gut  auswertbaren Sehat tenkurve 
ist die Verwendung des richtigen Keiles -con groger Bedeutung.  Die 
H6he der tIiigel ist n~mlieh der Kei lkonstanten - -  das ist die ~nde rung  
der Ext inkt ion des Keiles pro Zentimeter  in der Keilr iehtung n - -  ver- 
kehrt  proportional.  Es gilt (vgl. Abb. 1): 

H : E / K .  

E . . .  Differenz der Extinktionen am Filtrierp~pierstreifen bzw. dessen 
Negativ. 

H . . .  H6he der ttiigel der Schattenkurve in cm. 
K . . .  Keilkonstante. 

Man kann nun die Keilkonstante nicht beliebig klein machen wie es 
zur Erzielung hoher Hfige] gfinstig wfire, da sonst die Kon tu ren  der 
Scha~tenkurve zu unscharf  werden. An der Grenze derselben werden 
ja Mle Tonwerte des iohotographisehen Papiers vom reinen WeiB bis 

13 j .  St. L.  Philpot, Nature (London) 141, 283 (1938). 
14 L. G. Longsworth, Chem. Reviews 30, 323 (1942). 
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zum tiefen Sehwarz durehlaufen. Diese Verlau[brei te  15 soll mSgliehst 
sehmal gehalten werden, t l ierzu gibt es folgende MSgliehkeiten: 

1. Die Verwendung mSgliehst hart  arbeitender Papiere und Entwiekler. 
Die so erreichbare Verlaufbreite war bei einer Keilkonstanten yon 0,56 - -  
wie in Abb. 2 - -  1,7 era. 

2. Das Mitkopieren eines Gazenetzes, wie yon Goldberg 1~ besehrieben. 

3. Das Absehwaehen mit dem F a r m e r s e h e n  Abschw'geher (einer 
LSsung yon Kaliumferrizyanid nnd Natriumthiosulfat) 17. Hier wird 
vor allem die Sehwelle deutlieher sichtbar. Jedoeh ist bei dieser Methode 
einige Vorsieht geboten, da unter Umstanden Verzerrungen eintreten 
kSnnen. 

4. Das Umkopieren. Dieser Weg ist der wirlcsamste.  Bei einem ein- 
maligen Umkopieren wird die Verlaufbreite auf etwa ein Fiinftel ein- 
geengt. 

Im  Mlgemeinen sind Keile mit  einer Konstanten yon 0,5 his 0,6 am 
universellsten verwendbar. Die unter Punkt  i bis 3 besehriebenen 
~{ethoden reiehen dann bei weitem aus. 

I I .  Die  ] ~ e h l e r q u e l l e n  be i  de r  q u a n t i t a t i v e n  A u s w e r t u n g .  

l~fir eine exakte quanti tat ive Auswertung miissen folgende Voraus- 
setzungen erftillt sein: 

1. Die Intensi tat  der l%rbe auf dem Papierstreifen soll mSgliehst 
s tark und vor allem proportional der It:onzentration des untersuehten 
Stoffes sein. So kann z. B. der Naehweis yon Eiweig dutch Anfarben 
mit sauren Wollfarbstoffen - -  wie erstmalig yon T u r b a  7 vorgesehlagen - -  
erfolgen. Das yon diesem Autor verwendete Azokarmin B farbt abet 
nieht besonders stark an und zeigt auBerdem nur ein verhaltnismaB~g 
geringes Absorptionsverm6gen fiir photographiseh wirksame Strahlen. 
Als wesentlieh besser geeignet land ieh das Neucocc in  (einen in der 
Photographie vielfaeh verwendeten Farbstoff der Agfa: I). Dieses farbt 
starker an und absorbiert vor allem sehr krafgig die phogographise h 
wirksamen Strahlen. Die Proportionalitat  der Anlarbung mit der Ii:onzen- 
tration wurde dutch Vergleieh der quanti tafiv ausgewerteten I) iagramme 
(Abb. 2) mit  Diagrammen meiner Elektrophoreseeinriehtung 15 (Abb. 3) 
in zahlreiehen Versuehen erwiesen. Als Untersuehungsmaterial diente 
hierbei vor ullem I-Iiihnereiweil~. Bei Arbeiten mit geringen Substanz- 
mengen bzw. im Fall extrem niedriger Konzentr~tionen einzelner Kompo- 

15 H.  Mich l ,  Mh. Chem. 82, 23 (1951). 
16 E .  Goldberg in F.  Weigert, Optische Methoden der Chemie, S. 627. 

Leipzig. 1927. 
17 G. I .  Higson  in A .  H a y ,  Die Photographie in Wissenschaft und Praxis, 

S. 184. Wien und Leipz.ig. 1929. 
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nenten im Eiweiggemiseh kann man die Intensit/~t der Anf~rbung naeh 
folgenden Verfahren weiter steigern: 

OI-I 

SO3Na - - N = N - -  \ _ _ /  %__//  
/--\ so ~a / \ 

SO3Na 

H O  N H  2 

- - /  ~ / /  
- -  / ]] I - -  

II19 

a) Man verwendet zum Anfi~rben Farbstoffgemisehe. So bew/~hrte 
sich ein Gemiseh yon Neucoecin und Naphtholblauschwarz B (II) 2~ 21 
in trichloressigsaurer LSsung. Mit dieser Fgrbemethode kann man 
noch etwa 1 r EiweiB/cm Streifenbreite bestimmen. 

b) Man ffigt dem Farbbad Cu- oder aueh Ni-Azetat zu. Bei Eluieren 
des iibersehtissigen Farbstoffes gehen aueh die Sehwermetallsalze an den 
nieht von EiweiB bedeckten Stellen in LSsung, das EiweiB h/~lt neben 
dem Farbstoff  noch SehwermetMlionen zuriick. Legt man nun den 
Filtrierpapierstreifen in eine alkohol. LSsung yon Rubeanwasserstoff- 
s/s so t r i t t  an den sehwermetallsalzhaltigen Stellen eine zus~tzliehe 
Blausehwarzf~rbung auf. 

c) Eine zus~tz]iehe Anf/~rbung ist auch dureh F o l i n s  Aminos~ure- 
reagens e~ (Na-Salz der 1,2-Naphthochinon-4-sulfons/~ure) mSglieh. Dieses 
und das unter b besehriebene Verfahren eignet sich vor allem zum Naehweis 
yon EiweiBarten, die sich mit  Wollf~rbstoffen nut  schlecht anfi~rben 
lassen. 

d) Auch auf rein photographisehem Wege 1/~gt sieh eine Kontrast-  
steigerung - -  die sich ja praktisch wie eine st/irkere Anf/~rbung auswirkt - -  
erreiehen. So liefert ein einfaehes Kopieren des angef~rbten ufid dureh- 
siehtig gemaehten Filtrierpapierstreifens auf eine phototeehnisehe Platte 
eine h is  4,5faehe Kontraststeigerung. 

~s I .  Matsuo ,  Biologische Untersuehung der Farbs~offe, S. 85. Kyoto. 
1933. 

~9 H .  E .  F ierz -Dav id  und .L. Blangly ,  Grundlegende Opera~ionen der 
Farbenchemie, S. 274. Wien. 1947. 

20 Ieh danke der Fa.  G. Oltay, Wien, fiir die Uberlasstmg einer Probe 
dieses Farbstoffes. 

21 Naphtholblausehwarz ist m6glieherweise dem yon Grassmann empfoh- 
leneri Amidosehwarz 10 B ~hnlieh oder idengiseh. 

22 0 .2 'o l in ,  J .  biol. Chemistry 51, 377 (1922). 
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e) Eine weitere Koniraststeigerung erhalt man, wenn man hinter 
dem durchsiehtig gemachten Filtrierpapierstreifen eine reflektierende 
Wand anbringt und diese yon vorne dutch den t~iltrierpapierstreifen 
beleuchtet. Das Licht passiert so zweimal die nicht angefarbten bzw. 
angefarbten Stellen, wodurch sich die Extinktionsdifferenzen nahezu 
verdoppeln. 

Bei den Anf~.rbemethoden mul~ man noch berficksichtigen, dal~ sich 
der Farbstoff an den eiweil~freien Stellen leieht auswaschen li~l~t. Das 
ist - -  wie welter unten unter Punkt  3 gezeigt werden wird - -  sehr stark 
yon der Art des verwendeten Filtrierpapiers abh~tngig. 

2. Reeht  unangenehm kann bei der Papierelektrophorese ein Vorgang 
werden, den ieh als ,,Doehteffekt" bezeiehnen mSehte. Darunter sind 
die dureh KapiUarkrs bewirkten StrSmungen der PufferlSsung im 
Filtrierpapierstreifen zu verstehen. Diese PufferstrSmungen, die sich 
ja nicht, wie etwa die elektroosmotische StrSmung, gleichmal~ig fiber 
den ganzen Filtrierpapierstreifen erstrecken, kSnnen fiberhaupt jede 
Trennung verhindern. Der Ooehteffekt t r i t t  vor allem dann auf, wenn 
ein Filtrierpapierstreifen direkt in die PufferlSsung taucht. Experimentell 
wird er dadurch bestimmt, dal~ man auf dem Filtrierpapierstreifen normal 
zu seiner Langsrichtung Striche mit einer Zueker]Ssung, die ja im elektri- 
schen Feld nicht wandert, anbringt. Die Verschiebung der einzelnen 
Zuekerstriehe gegen ihre urspriingliche Stellung zeigt sehr deut]ich al[e 
PufferstrSmungen an. Den Doehteffekt kann man dadurch verhindern, 
dal~ man den Puffer in den Elektrodenri~umen yon einem Filtrierpapier- 
brei aufsaugen lal~t, der den gleichen ~euehtigkeitsgehalt aufweist wie 
der Filtrierpapierstreifen selbst. Aul~erdem sollen nur solche Anordnungen 
verwendet werden, bei denen das Wasser yore  Filtrierpapierstreifen 
w~hrend des Versuehes nicht verdunsten kann, da sonst weitere StSrungen 
auftreten kSnnen e3. 

3. Ein sehr wichtiger Punkt  ist die Wechselwirkung des Untersuchungs- 
materiMs mit dem Filtrierpapier. ]3ei Aminosi~uren, Polypeptiden usw. 
ist diese racist nur gering. Bei Eiweil~ abet kann das Versuehsergebnis 
oft dureh AcIsorptionserscheinungen erheblich verfs werden. Diese 
StSrung kann sieh auf zwei verschiedene Arten auswirken. 

a) Bei kurzen Versuchszeiten wird das Eiweil~ an der Ausgangsstellung 
mehr oder minder stark zurfiekgehalten, was sich nach der Anf~trbung 
zu erkennen gibt. Bei lgngeren Versuchszeiten verteilt sich die adsorbierte 
Substanz fiber eine grSl~ere l~l~che und das Ergebnis kann ganz normal 
aussehen. Ffir qualitative Untersuehungen ist diese StSrung vielleicht 
weniger wichtig, sic kann bei kurzen Versuchszeiten hSehstens eine 
Komponente mehr - -  die Ausgangsstellung - -  vorti~uschen oder eine 

~3 E. L. Durrum, Science (New York) 118, 66 (1951). 



216 J-I. Michl: 

solche fiberdecken. Eine Ignor ie rung  dieser S t5rung bei  der  q u a n t i t a t i v e n  
Auswer~ung ws jedoch sehr bedenkl ich,  d~ manehe  Eiweil~arten, e twa 
das  Serumalbumin ,  bevorzugt  adsorb ie r t  werden und  man  daher  zu 
wenig f indet .  

b) Wel t  ernster  is t  eine Erseheinung,  die eine gewisse ~hn l i ehke i t  
mi t  den bei  der  freien E lek t rophorese  auf t re tenden  Anomal ien  ha t  it. 
Sie kann  vor  ahem bei  hohen Spannungsgefi i l len und bei  Verwendnng  
be s t immte r  F i l t r i e rpap ie r so r t en  ~uftreten.  )/[it for t sehre i tender  Versuehs- 
dauer  beobach te t  man  eine Ver langsamung der Wanderungsgesehwindig-  
kei t ,  j a  sog~r einen St i l l s tand.  Es t r e ten  an den  Eiweil3linien s ta rke  

Abb. 4. 

Lei t f~higke i t sverminderungen  auf, die eine lokale Erh i t zung  zur  Folge  
haben.  Diese f i ihrt  zu einer Dena tu r i e rung  des EiweiBes a m  Streifen bzw. 
zu einer Aus t rocknung  des Streifens an den bet reffenden Stellen.  

Zum Studium dieser Erscheinung wurden eine Anzahl Fi l t r ierpapier-  
soften auf ihr Adsorptionsverm6gen fiir Eiweil3 gepriift. Fi i r  diese Unter-  
suehung braehte man auf die gleieh grol3en, mit  Puffer getr/~nkten Streifen 
der versehiedenen Fil t r ierpapiere in der Mitre gleiehe Eiweil~mengen in Form 
yon Striehen auf. Nach einer best immten Zeit wurden die Streifen ausge- 
w/~ssert und getrocknet.  Je  nach der Adsorptionsfi~higkeit der Fil t r ierpapier-  
sorte hielt  dieses mehr oder weniger Eiweil~ zuriick. Das Eiweil3 wurde nun 
dutch Anfarben sichtbar gemacht und nach der oben beschriebenen Zylinder- 
l insen-Keilmethode best immt.  In  Abb. 4 bedeuten die 10 Streifen 10 Sorten 
Fil tr ierpapier .  Die I-[6he der einzelnen Streifen gibt die zuriickgehaltene 
Menge Eiweil? und Farbstoff  an. Der dunkle Kern  in der Mitte eines Hiigels 
entsprich~ der zuriickgehal~enen Menge Eiweil3 und die seitliehen Hfigel, 
reehts und links davon dera vom Papier  zur/iekgehaltenen Farbstoff .  Je  
niedriger die einzelnen Hiigel sind, desto weniger Eiweil3 und such Farbstoff  
werden yon dem Fil t r ierpapier  zuriiekgehalten, desto besser ist es also f~r 
die Papierelektrophorese geeignet. Nach diesem Kri ter ium sind die links 
angefiihrten Sorten, wie Schleicher und Schiill (abgekiirzt S .S. )  Nr. 598 
oder 595, kaum, die rechts stehenden - -  besonders das W. B. 28 - -  gut  
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geeignet. Loider mu2te aber immer wieder festgestellt werden, daft die 
Adsorp~ionsf~higkeit mancher Papiere, z. B. ger~de veto W. B. 28, Sehwan- 
kungen unterworfen ist, so da2 eigentlieh ]eder Bogen auf seine Eignung 
untersueht werden sollte. 

Die Adsorptionsf~higkeiL sehwankt f e r n e r -  wie schon erw~hnt - -  
innerhalb der Eiweiftarten. Abb. 4 entsprieht etwa der durehschnitt- 
lichen Adsorption des dort jeweils angegebenen Papiers ftir Hfihner- 
und Serumeiweift. 

In zahlreiehen Experimenten wurde untersucht, ob ein unterschiedliches 
Verhalten zu beob~chten ist, wenn der mit Eiweif3 impr~gnierte Filtrier- 
papierstreifen feuehtigkeitsgesattigter Luft ausgesetzt ist odor sich in einer 
anderen Umgebung befindet. Diesem Punkt wurde vet allem in ttinb]ick 
auf meine Versuehsanordnung 12 besondere Aufmerksamkeit gesehenkt. Es 
ergab sich, daf~ B~ider aus sorgfiiltig gereinigten Kohlenwasserstoffen - -  
etwa Toluol - -  keinen Einfluft auf das Adsorptionsverm6gen hutten. Anders 
war es bei der Verwendung von Flfissigkeiten mit hSheren I)ielektrizit~ts- 
konstanten, etwa Nitrobenzo]. Hier wurde das t~iweif3 vom Filtrierpapier 
deutlich st~irker zurfickgehalten. 

Das fiberm~Bige Haften des Eiweiftes am Filtrierpapier kann also 
dutch die Wahl  eines geeigneten Fi]trierpapiers sowie des umgebenden 
Mediums gfinstig beeinfIuftt, ]edoch n ieht  vSllig verhindert werden. 
Ffir eine quantitat ive Auswertung ist dies aber unbedingt erforderlieh. 
Versuehe, die aktiven Gruppen des Papiers, die die Adsorption bewirken, 
mit  anorganisehen Ionen zu bloekieren 24, waren vol]kommen erfolglos. 
Auf einfaehste Weise gelang dies jedoeh mit einem ahnlichen Eiweift, 
wie es dann zur Untersuchung verwendet wird. Dies fiihrt man derart  
durch, daft man zu dem Puffer, mit  dem der Filtrierpapierstreifen ve t  
der Untersuchung befeuchtet wird, eine kleine Menge Eiweift gibt. 

4. Bei Verwendung mancher hat ter  Filtlrierpapiersorten kann ein 
vollstandiges Versehmieren der Eiweiftlinien eintreten. Derartige Papiere, 
z. B. das naoh Punkt  3 gut geeignete LS 14, sind also fiir die Papier- 
elektrophorese nieht geeignet. 

5. Die StSrungen, die dureh die Elektroosmose hervorgerufen werden, 
sind meist goring. Sic hewirken lediglich eine Verfalsohung der 
Wanderungsgesehwindigkeit. Es wurde erfolglos versueht, sie dutch 
Impr~gnieren des Filtrierpapiers mit  Stoffen, wie BaS04, SrSO4, 
ZnO, Fe(OH)~, MgO, Ti02 usw., zu beeinflussen. Aueh Zus~tze ober- 
fl~tchenaktiver Stoffe zum Puffer, z. B. Zephirol, Kristallviolett ,  fiihrten 
nicht zum Ziel. 

Eine Beeinflussung der Elektroosmose gelingt dutch eine entspreohende 
Wahl des Filtrierpapiers, und zwar zeigen meist weiche Soften st~rkere 
elektroosmotisehe StrSmungserscheinungen als harte. Kompensieren 

~4 E. Broda und T. Sch6n]eld, Mh. Chem. 81, 459 (1950). 
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kann man die elektroosmotische StrSmung dureh den entspreehenden 
hydrostatisehen Druek, wie er etwa in meiner Anordnung 12 dutch das 
versehiedene Niveau der Elektrodengef/~$e auftritt. 

Zur Wahl des Filtrierpapiers ffir papierelektrophoretisehe Unter- 
suchungen yon Eiweil3 l~13t sich Punkt 1 bis 5 zusammenfassend sagen: 

Die in den Punkten 1, 3 (Adsorption) und 4 (,,Verschmieren") be- 
schriebenen l%hlerquellen lassen sich besser bei der Verwendung weicher, 
die unr 2 (DoehCeffekt) und 5 (Elektroosmose) geschilderten StSrungen 
dutch die Verwendung barter l~iltrierpapiersorten vermeiden. Da die 
ers~genann~en StSrungen viel ernsterer N~tur sind und die ]etzteren 

zz § 

Abb. 5. Abb. 6. 

sich auch dureh apparative Mal3nahmen bek/~mpfen lassen, halte ieh 
Fi]trierpapiersorten, die welch und dick sind sowie eine glatte Oberfl~che 
besitzen, am besten fiir die t~lektrophorese yon Eiweil~ auf Yiltrierpapier 
geeigne~. 

6. Von grStter Bedeutung fiir die optimale Auftrennung bei der 
Elektrophorese ist die Wahl des gi~nstigsten ~H-Wertes. Man kann diesen 
selbstverst~ndlich dutch eine Anzahl Versuehe bei verschiedenen pH- 
Werten suchen, braueht aber hierffir entsprechend mehr Material und 
Zeit. Auterdem besteht yon Versueh zu Versuch immer ein pH-Sprung 
und die Kenntnis yon der pH-Abhangigkeit der Wanderungsgesehwindig- 
keit bleibt dementspreehend liickenhaft. Den giinstigsten pH-Wert in 
einem Versueh und in einem kontinuierlichen pH-Gef~lle festzustellen, ge- 
lang ers~malig dadurch, dal~ man normal zur L~ngsrichtung des l~iltrier- 
papierstreifens ein pH- Gef~lle erzeugt und dann die Elektrophorese durch- 
fiihrt (Ahb. 5 und 6). Diese Methode bew~hrt sich besonders in den l~/~llen, 
bei denen sieh die Wanderungsgesehwindigkeit einzelner Komponenten 
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innerha lb  eines kle inen pH-Bere iches  s t a rk  i~nder~. Abb.  5 und  6 beweis t  
dies fiir ein Gemisch der  se~hs Aminos~turen Asparagins~ure,  Glu tamin-  
s~ure, Glycin,  Alanin,  Lys in  und  Arginin in dem pH-Bere ieh  zwisehen 4 
und  5. Erwar tungsgem~B sieht  man,  dal~ die Wanderungsgeschwindigkei~  
der  Monoaminod ika rbons~uren  mi t  s te igendem pI-I z u n i m m t  und  die 
der  Hexonbasen  sich ve rminder t .  Die  Monoaminomonokarbons~uren  
zeigen nu r  eine geringe ka thod i sche  Wanderung .  Die bes te  Auf t r ennung  
t r i t t  e twa bei  p i t  4,25 ein. 

Zus~mmen~assend ]~l~t sich sagen, da~ m~n mi t  der  besehr iebenen 
) s  zur  qu~nt i tu t iven  Bes t immung  yon E lek t rophoresed i~gramme n 
auf F i l t r i e rpap i e r  - -  un te r such t  wurden  haupts~ehl ich  Hfihnereiweifi  
und  aueh B lu t se rum - -  le icht  eine Genauigke i t  yon j :  2 ~ (yore Ges~mt- 
eiwei~) fiir das  Albumin  und  yon  :L 1 ~o ffir die G]obuline erzielt .  Der  
Mate r ia lbed~r f  ffir eine Un te r suchung  l iegt  be i  30 his 40 ~ pro  Zen t ime te r  
S t re i fenbre i te ;  er is t  also u m  nahezu  2 Zehnerpo tenzen  n iedr iger  als 
bei  der  derzei t  emp~indlichsten A p p a r a t u r  ~iir /reie Elek t rophorese  ~. 

Experimenteller Teil. 
D u r c h f i i h r u n g  e i n e r  B e s t i m m u n g  d e r  q u a n t i t a t i v e n  Z u s a m m e n -  

s e t z u n g  y o n  H i i h n e r e i w e i i ~ .  

Elektrophore~e 1~. Ein Ffltr ierpapierstreifen W. B. 28 (tschechoslowakischer 
t terkunft ) ,  2,5 • 16 cm, wurde nach einer deutliehen Markierung der Aus- 
gangsstellung 5 Min. lang mi t  einem Veronalpuffer yon pI-I 8,5 und # ~ 0,1, 
der 0,5% frisches Hiihnereiweil~ enthielt ,  getri~nkt. ]:)ann pre•te man  ihn 
zwischen Fi l t r ierpapier  ab und brachte etwa 10 #1 frisches HfihnereiweiI~, 
das vorher mit  Puffer im Verh~ltnis 1 : 4 verdi innt  worden ist, auf die Aus- 
gangsstellung. Nach Einlegen in die yon mir  beschriebene Appara tur  TM - -  
die Elektrodenr~ume waren mi t  pufferfeuchtem Fil t r ierpapier  W . B .  28 
ausgelegt - -  wurden 5 Min. lang 100V und dann 500V (5MA) an die 
Elektroden gelegt. ~ a c h  40 Min. wurde abgeschaltet ,  der Fil t r ierpapier-  
streifen herausgenommen und bei 100 ~ getrocknet.  

An/Srben. ])as F a r b b a d  enthielt  50 ml ~thanol ,  25 ml Eisessig, 25 ml 
Wasser  und war mi t  Neucoccin kal t  ges~ttigt. Der Streifen blieb 5 Min. 
im F a r b b a d  und wurde dann 5 Min. mit  96~oigem ~ thano l  gewaschen. Dann 
wurde er 30 Min. 1aug in einer Waschfliissigkeit, die aus 50 (Vol.)~ ~thanol ,  
40% Wasser  und 10% Eisessig bestand,  ,,gew~ssert". Zum Schlul~ behandelte 
man nochmals mi t  96%igem J~thanol und trocknete.  

Herstellung des Negativs. Der so erhaltene, angef~rbte Fi l t r ierpapier-  
streifen wurde mit  ~-Bromnaphthal in  getr~tnkt und blasenfrei zwischen 
eine Glas- und eine weil~e P0rzel lanplat te  geprel3t. Die Aufnuhme erfo!gte 
auf eine phototeehnisehe Pla t te  (Aktophot),  entwickelt  wurde in ein~m 
Metol- t tydroehinonentwickler  unter  Zusatz yon 0,2 g/1000 ml 6-~itro- 
benzimiduzol. 

Erzeugung der Schattenlcurve. Diese erfolgt in der Anordnung von Abb. 1. 
Zu beachten ist :  

25 H. J. Antweiler, Kolloid-Z. 115, 130 (1949). 
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1. Der Vergr613ertmgsapparat mul? tiber einen Kondensor und eine geniigend 
starke Liehtquelle (Nitraphotlampe, Uvaulungtrahler o. ~.) verfiigen, da 
die Zylinderlinse auf 1 :11  abgeb!endet und eventuell ein Blaufilter ver- 
wendet werden soll. 

2. Die L/~ngsaehse der Zylinderlinse mug genau senkreeht auf die L/~ngs- 
aehse des Filtrierpapierstreifens bzw. dessen Negativ stehen. Das 1/il3t sieh 
mit  I-Iilfe der markierten Ausgangs~tellung leieht erreiehen. 

3. Es darf kein Lieht seitlieh vom Negativ vorbeigelangen. 
4. Das verwendete Photopapier soll m6gliehst hart arbeiten und empfind- 

lieh (vg!" Punkt  1) sein. 
An/(~rben mit Neucoccin-Naphtholblauschwarz (If .  Teil, Punkt 3a). Ein 

Gemiseh aus 50 (Vol.)~o Nthanol, 25% Eisessig und 25% Wasser, das in 
100 ml 2 g Triehloressigs~ure enth~lt, wird mit  beiden Farbstoffen ges~ttigt. 
Die Dauer der Anfiirbung betr~gt 10 Min. Ausgew/~ssert wird wie oben. 

An]i~rben mit Kup]errubeanat (II.  Teil, Punlct 3b). Das nur sehwaeh 
angesguerte Farbbad (5% Eisessig) wird 2~oig an Cu- oder Ni-Acetat ge- 
maeht.  Die Badedauer und Ausw~sserung ist wie oben. Naeh der Aus~ 
bildting der Farbe in einer 2~oigen alkoholisehen Rubeanwasserstoffs~ure- 
16sung entfernt man fibersehiissiges ]%eagens mit  Xthanol. 

AnJ~rben mit Folins Aminos~turereagens (fiT. Tell, Punlct 3c). Der mit  
0,2 n Mkohol. Kalilauge bespriihte trod getrocknete Filtrierpapierstreifen 
wird mit einer ges~tttigten Mkohol. L/Ssung yon 1,4-naphthochinon-6-sulfon- 
saurem Natr ium getr/inkt und einige Min. in strSmenden Wasserdampf ge- 
halten. Uberschiissiges Chinon entfernt man durch kurzes Auswasehen mit  
Jithanol. 

Papierelektrophorese im pH-Ge]~lle (IT. Teil, Punlct 6). Auf einem Filtrier- 
papierstreifen Schleicher und Schfill 602 h wurden nach der Markierung 
der Ausgangsstellung in etwa 4 em Abstand parallel zu dieser - -  also normal 
zur Lgngsriehtung des Streifens - -  Striche mi~ einer Bromphenolblaul6sung 
gezogen. Naeh dem Troeknen stellte man den Filtrieri)apierstreifen mit  der 
einen L~ngskante in eine 2 mm tiefe Essigs/iure-PyridinlSsung yon loI-I 4 TM 

und wartete, bis diese bis etwa 1 cm fiber die Mitre aufgestiegen war. ])ann 
wurde der Filtrierpapierstreifen herausgenommen und mit  der noch trockenen 
L/ingskante in ein Essigs/iure-Pyridin-Gemiseh yon pH 5 getaucht. Dieses 
Gemiseh stieg bis zur Front  des Gemisches yon pt{ 4 auf und diffundierte 
in dieses hinein. Der am Anfang steile p i t -Sprung zwischeil den Gemischen 
yon pH 4 und pH 5 verflachte sich unter der Kontrolle der Indikatorstriehe 
bis zu der pH-Ver~eilung yon Abb. 6. Dann nahm man den Filtrierpapier- 
streifen heraus, prel3te ihn zwisehen Filtrierpapier ab und braehte das 
Untersuehungsmaterial - -  also eine LSsung der Aminos/iuren Asparagin- 
s~ure, Glutamins/iure, Alanin, Glyein, Lysin und Arginin, die beiden letzteren 
als Chlorhydrat - -  auf die Ausgangsstellung. Hierauf wurde der Streifen 
ir~ die Elektrophoreseapparatur ge legt  mud die Aminos~uren bei einem 
mitt leren Spannungsgef/ille yon 41 V/era 20Min. lung wandern gelassen. 
Naeh dem tterausnehmen bestimmte 1:nan die pH-Wertvertei lung dureh 
Vergleieh mit  mit  Puffern yon den entsprechenden pm-Werten getr~nkten 
und mig dem Indikator  angef~rbten Filtrierpapierstreifchen. Naeh dem 
Trocknen wurde in iiblicher Weise mit einer 0,2%igen butanolischen Nin- 
hydrinlSstmg, der 5~/o Pyridin zugesetzt worden waren, entwiekelt. 


