Uber die quantitative Auswertung
von Elektrophoresediagrammen auf Filtrierpapier.

II. Mitteilung®

Von
H. Michl.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
Mit 6 Abbildungen.
(Hingelangt am 22. Aug. 1951. Vorgelegt in der Sitzung am 17. Jan. 1952.)

Die Erfolge, die mit Hilfe der Elektrophorese auf Filtrierpapier in
der letzten Zeit erzielt wurden2—#, erwecken das Bediirfnis nach einem
einfachen Verfahren zur quantitativen Auswertung der dabei erhaltenen
Diagramme. Bisher wurden 4 Verfahren beschrieben. Diese sind:

1. Die Methode von Twrba und Enenkel’. Hier werden die einzelnen bei
der Papierelektrophorese erhaltenen und durch Anfidrben sichtbar gemachten
EiweiBfraktionen durch Zerschneiden des Filtrierpapierstreifens isoliert und
nach dem Eluieren kolorimetrisch bestimmst.

2. Das Verfahren von Cremer und Tiselius®. Dieses ist eine Verfeinerung
der obigen Methode. Der Filtrierpapierstreifen wird normal zu seiner Léngs-
richtung in zahlreiche schmale Streifchen zerschnitten und deren Farbstoff-
gehalt bestimmt. Aus den erhaltenen Extinktionswerten 14B3t sich punkt-
weise eine Kurve konstruieren, die einer bei der freien Elektrophorese er-
haltenen entspricht.

3. Die Auswertung nach Wieland und Wirth®. Diese erfolgt auf Grund
der Retentionsanalyse.
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4. Die Bestimmung nach Grassmann und Hannig'®. Diese erfolgt durch
Ausmessen des mit Monobromnaphthalin lichtdurchlissig gemachten Filtrier-
papierstreifens mit einem lichtelektrischen Spaltkolorimeter.

Alle diese Verfahren gestatten vorerst nur eine punkiweise Auswertung
der Diagramme. Das Verfahren von Grassmann und Hannig 146t sich
durch Anwendung einer selbsttétigen Registriereinrichtung!® zwar ohne
weiteres in ein kontinuierliches Verfahren umwandeln, doch ist dafiir
schon ein gewisser Aufwand erforderlich.

Die vorliegende Arbeit beschreibt nun I. ein einfaches, kontinuierliches,
selbstregistrierendes Verfahren und gibt II. eine eingehende Behandlung
der Fehlerquellen, die bei der quanti-
tativen Papierelektrophorese auftreten
kénnen.

I. Die quantitative Auswertung.

Man bendtigt hierzu einen normalen
photographischen VergroBerungsapparat,
dessen Objektiv durch eine Zylinder-
linsenoptik (Periskop), die leicht ange-
fertigt werden kann, ersetzt ist. Ferner
braucht man Graukeile, die nach dem
Verfahren von Goldberg! hergestellt wer-
den konnen. Die Diagramme sind in
kurzer Zeit und sehr einfach anzu-
fertigen. Abb. 1 zeigt das Prinzip des Abb. 1.
Verfahrens. Im VergroBerungsapparat
befindet sich der bei der Elektrophorese z. B. nach? erhaltene, ange-
fairbte und durchsichtig gemachte Filtrierpapierstreifen oder besser
dessen photographisches Negativ. Das Brechungsgefille der Zylinder-
linse liegt in der Richtung des Filtrierpapierstreifens, es gelangen also
nur dessen Querstreifen zur Abbildung. Ohne Graukeil wiirde man auf
dem photographischen Papier eine Folge langer, streng paralleler Licht-
streifen bekommen, die in ihren Helligkeitswerten den urspriinglichen
farbigen Querstreifen entsprechen. Ein Graukeil, dessen Gefille nun
in der Richtung dieser Lichtstreifen liegt, bewirkt eine verschiedene
Schwichung des durchgehenden Lichtes. An den dunklen Stellen zwischen
den einzelnen Lichtstreifen wird, wenn der Graukeil entsprechend ab-
gestimmt ist, kein Licht durchgelassen, bei den Lichtstreifen je nach
ihrer Helligkeit Licht bis zur entsprechenden Hohe des Keiles. Man

AN

Al
e
2

A brauker!

0 W, Grassmann und K. Hannig, Naturwiss. 87, 496 (1950).

1 g, Goldberg in F. Weigert, Optische Methoden der Chemie, S.59ff.
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erhiilt so Schattenkurven (Abb. 2), die nichts anderes als eine Umwandlung
der Folge von starken und schwachen Lichtstreifen in grofere und kleinere
Hiigel sind. Die jeweilige Hohe dieser Hiigel ist ein MafB fiir die
Extinktionsdifferenz zwischen den angefirbten und nicht angefirbten
Stellen des Papierstreifens und damit fir die Eiweillkonzentration an
der betreffenden Stelle. Die Gesamitkonzentration an einer Eiweil-
komponente ist proportional der Flicke eines Hiigels, ganz analog, wie
das bei der freien Elektrophorese bei dem Verfahren von Philpot'® und
Longsworth'* der Fall ist.
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Abb. 2. Abb. 3.

Fiir das Zustandekommen einer gut auswertbaren Schattenkurve
ist die Verwendung des richtigen Keiles von groBer Bedeutung. Die
Hohe der Hiigel ist niamlich der Keilkonstanten — das ist die Anderung
der Extinktion des Keiles pro Zentimeter in der Keilrichtung™ — ver-
kehrt proportional. Es gilt (vgl. Abb. 1):

H = K.

E ... Differenz der Extinktionen am Filtrierpapierstreifen bzw. dessen
Negativ.

H ... Hohe der Hiugel der Schattenkurve in cm.

K ... Keilkonstante.

Man kann nun die Keilkonstante nicht beliebig klein machen wie es
zur Erzielung hoher Hiigel giinstig wire, da sonst die Konturen der
Schattenkurve zu unscharf werden. An der Grenze derselben werden
ja alle Tonwerte des photographischen Papiers vom reinen Weill bis

18 J. 8t. L. Philpot, Nature (London) 141, 283 (1938).
1 L. Q. Longsworth, Chem. Reviews 80, 323 (1942).
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zum tiefen Schwarz durchlaufen. Diese Verlaufbreiteld soll moglichst
schmal gehalten werden. Hierzu gibt es folgende Moglichkeiten:

1. Die Verwendung méglichst hart arbeitender Papiere und Entwickler.
Die so erreichbare Verlaufbreite war bei einer Keilkonstanten von 0,56 —
wie in Abb. 2 — 1,7 cm.

2. Das Mitkopieren eines Gazenetzes, wie von Goldberg'® beschrieben.

3. Das Abschwichen mit dem Farmerschen Abschwicher (einer
Lésung von Kalinmferrizyanid und Natriumthiosulfat)!?. Hier wird
vor allem die Schwelle deutlicher sichtbar. Jedoch ist bei dieser Methode

einige Vorsicht geboten, da unter Umstinden Verzerrungen eintreten
konnen.

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

Im allgemeinen sind Keile mit einer Konstanten von 0,5 bis 0,6 am
universellsten verwendbar. Die unter Punkt I bis 3 beschriebenen
Methoden reichen dann bei weitem aus.

II. Die Fehlerquellen bel der quantitativen Auswertung.

Fir eine exakte quantitative Auswertung miissen folgende Voraus-
setzungen erfiillt sein:

1. Die Intensitit der Farbe auf dem Papierstreifen soll méglichst
stark und vor allem proportional der Konzentration des untersuchten
Stoffes sein. So kann z. B. der Nachweis von Eiweif durch Anférben
mit sauren Wollfarbstoffen — wie erstmalig von Turba? vorgeschlagen —
erfolgen. Das von diesem Autor verwendete Azokarmin B firbt aber
nicht besonders stark an und zeigt aulerdem nur ein verhaltnismaBig
geringes Absorptionsvermégen fiir photographisch wirksame Strahlen.
Als wesentlich besser geeignet fand ich das Neucoccin (einen in der
Photographie vielfach verwendeten Farbstolf der Agfa: I). Dieses firbt
stirker an und absorbiert vor allem sehr kriftig die photographisch
wirksamen Strahlen. Die Proportionalitit der Anfirbung mit der Konzen-
tration wurde durch Vergleich der quantitativ ausgewerteten Diagramme
(Abb. 2) mit Diagrammen meiner Elektrophoreseeinrichtung!® (Abb. 3)
in zahlreichen Versuchen erwiesen. Als Untersuchungsmaterial diente
hierbei vor allem Hithnereiweil. Bei Arbeiten mit geringen Substanz-
mengen bzw. im Fall extrem niedriger Konzentrationen einzelner Kompo-

15 H. Michl, Mh. Chem. 82, 23 (1951).

16 F. Goldberg in F. Wezgert Optische Methoden der ‘Chemie, S. 627.
Leipzig. 1927.

17 @. I. Higson in A. Hay, Die Photographie in Wlssenschaf‘o und Praxis,
S. 184. Wien und Leipzig. 1929.
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nenten im EiweiBgemisch kann man die Intensitéit der Anfirbung nach
folgenden Verfahren weiter steigern:
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a) Man verwendet zum Anfirben Farbstoffgemische. So bewihrte
gich ein Gemisch von Neucoccin und Naphtholblauschwarz B (II)%.
in trichloressigsaurer Losung. Mit dieser Férbemethode kann man
noch etwa 1y Eiweil/em Streifenbreite bestimmen.

b) Man fiigt dem Farbbad Cu- oder auch Ni-Azetat zu. Bei Eluieren
des iiberschiissigen Farbstoffes gehen auch die Schwermetallsalze an den
nicht von Eiweill bedeckten Stellen in Losung, das Eiweifl hilt neben
dem Farbstoff noch Schwermetallionen zuriick. Legt man nun den
Filtrierpapierstreifen in eine alkohol. Losung von Rubeanwasserstoff-
siure, so tritt an den schwermetallsalzhaltigen Stellen eine zusitzliche
Blauschwarzfirbung auf.

¢) Eine zusitzliche Anfirbung ist auch durch Folins Aminosiure-
reagens?* (Na-Salz der 1,2-Naphthochinon-4-sulfonséure) moglich. Dieses
und das unter b beschriebene Verfahren eignet sich vor allem zum Nachweis
von RiweiBarten, die sich mit Wollfarbstoffen nur schlecht anfirben
lassen. ‘

d) Auch auf rein photographischem Wege laft sich eine Kontrast-
steigerung — die sich ja praktisch wie eine stirkere Anfirbung auswirkt —
erreichen. So liefert ein einfaches Kopieren des angefiirbten unid durch-
sichtig gemachten Filtrierpapierstreifens auf eine phototechnische Platte
eine bis 4,5fache Kontraststeigerung.

18 I. Matsuo, Biologische Untersuchung der Farbstoffe, S.85. Kyoto.
1933.

19 H. E. Fierz-David und L. Blangly, Grundlegende Operationen der
Farbencheraie, S. 274. Wien. 1947,

2 Tch danke der Fa. Q. Oltay, Wien, fiir die Uberlassung einer Probe
dieses Farbstoffes.

2 Naphtholblauschwarz ist méglicherweise dem von Grassmann empfoh-
lenen Amidoschwarz 10 B &dhnlich oder identisch.

2 0. Folin, J. biol. Chemistry 51, 377 (1922).
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e) Eine weitere Kontraststeigerung erhilt man, wenn man hinter
dem durchsichtiz gemachten Filtrierpapierstreifen eine reflektierende
Wand anbringt und diese von vorne durch den Filtrierpapierstreifen
beleuchtet. Das Licht passiert so zweimal die nicht angeféirbten bzw.
angefirbten Stellen, wodurch sich die Extinktionsdifferenzen nahezu
verdoppeln.

Bei den Anfirbemethoden mul man noch beriicksichtigen, daB sich
der Farbstoff an den eiweilifreien Stellen leicht auswaschen 148t. Das
ist — wie weiter unten unter Punkt 3 gezeigt werden wird — sehr stark
von der Art des verwendeten Filtrierpapiers abhingig.

2. Recht unangenehm kann bei der Papierelektrophorese ein Vorgang
werden, den ich als ,,Dochteffekt” hezeichnen mdchte. Darunter sind
die durch Kapillarkrifte bewirkten Stromungen der Pufferlésung im
Filtrierpapierstreifen zu verstehen. Diese Pufferstrémungen, die sich
ja nicht, wie etwa die elektroosmotische Stromung, gleichmiBig iber
den ganzen Filtrierpapierstreifen erstrecken, konnen iiberhaupt jede
Trennung verhindern. Der Dochteffekt tritt vor allem dann auf, wenn
ein Filtrierpapierstreifen direkt in die Pufferlosung taucht. Experimentell
wird er dadurch bestimmt, dal man auf dem Filtrierpapierstreifen normal
zu seiner Léngsrichtung Striche mit einer Zuckerlosung, die ja im elektri-
schen Feld nicht wandert, anbringt. Die Verschiebung der einzelnen
Zuckerstriche gegen ihre ursprimmgliche Stellung zeigt sehr deutlich alle
Pufferstromungen an. Den Dochteffekt kann man dadurch verhindern,
daB man den Puffer in den Elektrodenrdumen von einem Filtrierpapier-
brei aufsaugen laBt, der den gleichen Feuchtigkeitsgehalt aufweist wie
der Filtrierpapierstreifen selbst. AuBerdem sollen nur solche Anordnungen
verwendet werden, bei denen das Wasser vom Filtrierpapierstreifen
wihrend des Versuches nicht verdunsten kann, da sonst weitere Stérungen
auftreten konnen?, '

3. Ein sehr wichtiger Punkt ist die Wechselwirkung des Untersuchungs-
materials mit dem Filirierpapier. Bei Aminosiduren, Polypeptiden usw.
ist diese meist nur gering. Bei Eiweill aber kann das Versuchsergebnis
oft durch Adsorptionserscheinungen erheblich verfilscht werden. Diese
Storung kann sich auf zwei verschiedene Arten auswirken.

a) Bei kurzen Versuchszeiten wird das Eiwei an der Ausgangsstellung
mehr oder minder stark zuriickgehalten, was sich nach der Anfirbung
zu erkennen gibt. Bei lingeren Versuchszeiten verteilt sich die adsorbierte
Substanz iiber eine groBere Fliche und das Ergebnis kann ganz normal
aussehen. Fiir qualitative Untersuchungen ist diese Stérung vielleicht
weniger wichtig, sie kann bei kurzen Versuchszeiten hdchstens eine
Komponente mehr — die Ausgangsstellung — vortduschen oder eine

2 H. L. Durrum, Science {New York) 113, 66 (1951).
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solche iiberdecken. Eine Ignorierung dieser Stérung bei der quantitativen
Auswerfung wiire jedoch sehr bedenklich, da manche EiweiBarten, etwa
das Serumalbumin, bevorzugt adsorbiert werden und man daher zu
wenig findet.

b) Weit ernster ist eine Erscheinung, die eine gewisse Ahnlichkeit
mit den bei der freien Elektrophorese auftretenden Anomalien hat4
Sie kann vor allem bei hohen Spannungsgefillen und bei Verwendung
bestimmter Filtrierpapiersorten auftreten. Mit fortschreitender Versuchs-
dauer beobachtet man eine Verlangsamung der Wanderungsgeschwindig-
keit, ja sogar einen Stillstand. Es treten an den EiweiBlinien starke
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Abb. 4.

Leitfahigkeitsverminderungen auf, die eine lokale Erhitzung zur Folge
haben. Diese fithrt zu einer Denaturierung des EiweiBes am Streifen bzw.
zu einer Austrocknung des Streifens an den betreffenden Stellen.

Zum Studium dieser Erscheinung wurden eine Anzahl Filtrierpapier-
sorten auf ihr Adsorptionsvermdégen fiir Eiweill gepriift. Fur diese Unter-
suchung brachte man auf die gleich groflen, mit Puffer getrinkten Streifen
der verschiedenen Filtrierpapiere in der Mitte gleiche EiweiBmengen in Form
von Strichen auf. Nach einer bestimmten Zeit wurden die Streifen ausge-
wissert und getrocknet. Je nach der Adsorptionsfahigkeit der Filtrierpapier-
sorte hielt dieses mehr oder weniger Eiweill zuriick. Das Eiweill wurde nun
durch Anfirben sichtbar gemacht und nach der oben beschriebenen Zylinder-
linsen-Keilmethode bestimmt. In Abb. 4 bedeuten die 10 Streifen 10 Sorten
Filtrierpapier. Die Hohe der einzelnen Streifen gibt die zurtuckgehaltene
Menge Eiweill und Farbstoff an. Der dunkle Kern in der Mitte eines Hiigels
entspricht der zuriickgehaltenen Menge FEiweill und die seitlichen Hiigel,
rechts und links davon dem vom Papier zuriickgehaltenen Farbstoff. Je
niedriger die einzelnen Hiigel sind, desto weniger Eiweil und auch Farbstoff
werden von dem Filtrierpapier zuriickgehalten, desto besser ist es also fur
die Papierelektrophorese geeignet. Nach diesem Kriterium sind die links
angefithrten Sorten, wie Schleicher und Schill (abgekiirzt S.S.) Nr. 598
oder 595, kaum, die rechts stehenden — besonders das W. B. 28 — gut
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geeignet. Leider muflte aber immer wieder festgestellt werden, daf die
Adsorptionsfihigkeit mancher Papiere, z. B. gerade vom W. B. 28, Schwan-
kungen unterworfen ist, so daB eigentlich jeder Bogen auf seine Eignung
untersucht werden sollte.

Die Adsorptionsfihigkeit schwankt ferner — wie schon erwihnt —
innerhalb der EiweiBarten. Abb. 4 entspricht etwa der durchschnitt-
lichen Adsorption des dort jeweils angegebenen Papiers fiir Hithner-
und Serumeiweil.

In zahlreichen Experimenten wurde untersucht, ob ein unterschiedliches
Verhalten zu beobachten ist, wenn der mit Eiweil impragnierte Filtrier-
papierstreifen feuchtigkeitsgesattigter Luft ausgesetzt ist oder sich in einer
anderen Umgebung befindet. Diesem Punkt wurde vor allem in Hinblick
auf meine Versuchsanordnung!® besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Es
ergab sich, daBl Biader aus sorgfiltiz gereinigten Kohlenwasserstoffen —
etwa Toluol — keinen Einfluf auf das Adsorptionsvermogen hatten. Anders
war es bei der Verwendung von Flissigkeiten mit héheren Dielektrizitéts-
konstanten, etwa Nitrobenzol. Hier wurde das Fiweill vom Filtrierpapier
deutlich stérker zuriickgehalten.

Das iibermiBige Haften des Eiweilles am Filtrierpapier kann also
durch die Wahl eines geeigneten Filtrierpapiers sowie des umgebenden
Mediums giinstig beeinfluflt, jedoch mnicht vollig verhindert werden.
Fir eine quantitative Auswertung ist dies aber unbedingt erforderlich.
Versuche, die aktiven Gruppen des Papiers, die die Adsorption bewirken,
mit anorganischen Ionen zu blockieren?, waren vollkommen erfolglos.
Auf einfachste Weise gelang dies jedoch mit einem &hnlichen Eiweil,
wie ‘es dann zur Untersuchung verwendet wird. Dies fithrt man derart
durch, dal man zu dem Puffer, mit dem der Filtrierpapierstreifen vor
der Untersuchung befeuchtet wird, eine kleine Menge Eiweill gibt.

4. Bei Verwendung mancher harter TFiltrierpapiersorten kann ein
vollstdndiges Verschmieren der EiweiBlinien eintreten. Derartige Papiere,
z. B. das nach Punkt 3 gut geeignete LS 14, sind also fiir die Papier-
elektrophorese nicht geeignet.

5. Die Storungen, die durch die Elektroosmose hervorgerufen werden,
sind meist gering. Sie bewirken lediglich eine Verfilschung der
Wanderungsgeschwindigkeit. Es wurde erfolglos versucht, sie durch
Imprignieren des Filtrierpapiers mit Stoffen, wie BaS80,, SrSO,,
Zn0O, Fe(OH); MgO, TiO, usw., zu beeinflussen. Auch Zusétze ober-
flaichenaktiver Stoffe zum Puffer, z. B. Zephirol, Kristallviolett, fithrten
nicht zum Ziel.

Eine Beeinflussung der Elektroosmose gelingt durch eine entsprechende
Wahl des Filtrierpapiers, und zwar zeigen meist weiche Sorten stérkere
elektroosmotische Stromungserscheinungen als harte. Kompensieren

24 F. Broda und T. Schonfeld, Mh. Chem. 81, 459 (1950).
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kann man die elektroosmotische Stromung durch den entsprechenden
hydrostatischen Druck, wie er etwa in meiner Anordnung®® durch das
verschiedene Niveau der Elektrodengefifie auftritt.

Zur Wahl des Filtrierpapiers fiir papierelektrophoretische Unter-
suchungen von Eiweil 148t sich Punkt 1 bis 5 zusammenfassend sagen:

Die in den Punkten 1, 3 (Adsorption) und 4 (,,Verschmieren®) be-
schriebenen Fehlerquellen lassen sich besser bei der Verwendung weicher,
die unter 2 (Dochteffekt) und 5 (Elektroosmose) geschilderten Storungen
durch die Verwendung harter Filtrierpapiersorten vermeiden. Da die
erstgenannten Storungen viel ernsterer Natur sind und die letzteren
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Abb. 5. Abb. 6.

sich auch durch apparative MaBinahmen bekimpfen lassen, halte ich
Filtrierpapiersorten, die weich und dick sind sowie eine glatte Oberfliche
besitzen, am besten fiir die Elektrophorese von Eiweill auf Filtrierpapier
geeignet.

6. Von groBter Bedeutung fiir die optimale Auftrennung bei der
Elektrophorese ist die Wahl des giinstigsten pH-Wertes. Man kann diesen
selbstverstindlich durch eine Anzahl Versuche bei verschiedenen pH-
Werten suchen, braucht aber hierfiir entsprechend mehr Material und
Zeit. AuBerdem besteht von Versuch zu Versuch immer ein pH-Sprung
und die Kenntnis von der pH-Abhéingigkeit der Wanderungsgeschwindig-
keit bleibt dementsprechend liickenhaft. Den giinstigsten pH-Wert in
einem Versuch und in einem kontinuierlichen pH-Gefalle festzustellen, ge-
lang erstmalig dadurch, daB man normal zur Lingsrichtung des Filtrier-
papierstreifens ein pH-Gefille erzeugt und dann die Elektrophorese durch-
fiihrt (Abb. 5 und 6). Diese Methode bewihrt sich besonders in den Fillen,
bei denen sich die Wanderungsgeschwindigkeit einzelner Komponenten
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innerhalb eines kleinen pH-Bereiches stark #ndert. Abb. 5 und 6 beweist
dies fiir ein Gemisch der sechs Aminosiuren Asparaginsiure, Glutamin-
sdure, Glycin, Alanin, Lysin und Arginin in dem pH-Bereich zwischen 4
und 5. Erwartungsgem3aB sieht man, daBl die Wanderungsgeschwindigkeiv
der Monoaminodikarbonséuren mit steigendem pH zunimmt und die
der Hexonbasen sich vermindert. Die Monoaminomonokarbonséuren
zeigen nur eine geringe kathodische Wanderung. Die beste Auftrennung
tritt etwa bei pH 4,25 ein.

Zusammenfassend 4Bt sich sagen, daB man mit der beschriebenen
Methode zur quantitativen Bestimmung von Elektrophoresediagrammen
auf Filtrierpapier — untersucht wurden hauptséichlich Hithnereiweif
und auch Blutserum — leicht eine Genauigkeit von 4 29, (vom Gesamt-
eiweif}) fir das Albumin und von + 1% fiir die Globuline erzielt. Der
Materialbedarf fiir eine Untersuchung liegt bei 30 bis 40 y pro Zentimeter
Streifenbreite; er ist also um nahezu 2 Zehnerpotenzen niedriger als
bei der derzeit empfindlichsten Apparatur fiir freie Elektrophorese?.

Experimenteller Teil.

Durchfihrung einer Bestimmung der quantitativen Zusammen-
setzung von Hithnereiweif.

Elektrophorese'®*. Ein Filtrierpapierstreifen W. B. 28 (tschechoslowakischer
Herkunft), 2,5 x 16 cm, wurde nach einer deutlichen Markierung der Aus-
gangsstellung 5 Min. lang mit einem Veronalpuffer von pH 8,5 und g = 0,1,
der 0,59 frisches Hithnereiweill enthielt, getrénkt. Dann prefite man ihn
zwischen TFiltrierpapier ab und brachte etwa 10 ul frisches Hithnereiweil3,
das vorher mit Puffer im Verhaltnis 1: 4 verdiinnt worden ist, auf die Aus-
gangsstellung. Nach Einlegen in die von mir beschriebene Apparaturi? —
die Elektrodenrdume waren mit pufferfeuchtem Filtrierpapier W. B. 28
ausgelegt — wurden 5 Min. lang 100V und dann 500V (5 MA) an die
Elektroden gelegt. Nach 40 Min. wurde abgeschaltet, der Filtrierpapier-
streifen herausgenommen und bei 100° getrocknet.

Anfirben. Das Farbbad enthielt 50 ml Athanol, 25 ml Eisessig, 25ml
Wasser und war mit Neucoccin kalt gesittigt. Der Streifen blieb 5 Min.
im Farbbad und wurde dann 5 Min. mit 96%jigem Athanol gewaschen. Dann
wurde er 30 Min. lang in einer Waschfliissigkeit, die aus 50 (Vol.)%, Athanol,
409, Wasser und 109, Eisessig bestand, ,,gewéssert‘. Zum Schlull behandelte
man nochmals mit 96%igem Athanol und trocknete.

Herstellung des Negativs. Der so erhaltene, angefirbte Filtrierpapier-
streifen wurde mit «-Bromnaphthalin getrinkt und blasenfrei zwischen
eine Glas- und eine weille Porzellanplatte gepreBt. Die Aufnahme erfolgte
auf eine phototechnische Platte (Aktophot), entwickelt wurde in einem
Metol-Hydrochinonentwickler unter Zusatz von 0,2 g/1000ml 6-Nitro-
benzimidazol.

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

% H.J. Antweiler, Kolloid-Z. 115, 130 (1949).



220 Michl: Auswertung von Elektrophoresediagrammen auf Filtrierpapier.

1. Der VergroBerungsapparat mul iiber einen Kondensor und eine gentigend
starke Lichtquelle (Nitraphotlampe, Uvaulunstrahler o. &.) verfiigen, da
die Zylinderlinse auf 1:11 abgeblendet und eventuell ein Blaufilter ver-
wendet werden soll. :

2. Die Langsachse der Zylinderlinse mufl genau senkrecht auf die Langs-
achse des Filtrierpapierstreifens bzw. dessen Negativ stehen. Das 148t sich
mit Hilfe der markierten Ausgangsstellung leicht erreichen.

3. Es darf kein-Licht seitlich vom Negativ vorbeigelangen.

4. Das verwendete Photopapier soll moglichst hart arbeiten und empfind-
lich (vgl. Punkt 1) sein.

Anfirben mit Neucoccin-Naphtholblauschwarz (I1. Teil, Punkt 3a). Ein
Gemisch aus 50 (Vol.)9% Athanol, 25% Eisessig und 25%, Wasser, das in
100 ml 2 g Trichloressigsdure enthilt, wird mit beiden Farbstoffen geséttigt.
Die Dauer der Anfirbung betrigt 10 Min. Ausgewissert wird wie oben.

Anfirben mit Kupferrubeanat (II. Teid, Punkt 3b). Das nur schwach
angesiéuerte Farbbad (5% Eisessig) wird 29%ig an Cu- oder Ni-Acetat ge-
macht. Die Badedauer und Auswésserung ist wie oben. Nach der Aus-
bildung der Farbe in einer 29%igen alkoholischen Rubeanwasserstoffsdure-
16sung entfernt man iiberschiissiges Reagens mit Athanol.

Anfirben mit Folins Aminosiurereagens (11. Teil, Punkt 3c). Der mit
0,2 n alkohol. Kalilauge besprithte und getrocknete Filtrierpapierstreifen
wird mit einer geséttigten alkohol. Lésung von 1,4-naphthochinon-6-sulfon-
saurem Natrium getrdnkt und einige Min. in stromenden Wasserdampf ge-
halten. Uberschiissiges Chinon entfernt man durch kurzes Auswaschen mit
Athanol.

Pagpierelektrophorese vm pH-Gefdlle (11. Teil, Punkt 6). Auf einem Filtrier-
papierstreifen Schleicher und Schiilll 602 h wurden nach der Markierung
der Ausgangsstellung in etwa 4 cm Abstand parallel zu dieser — also normal
zur Léngsrichtung des Streifens — Striche mit einer Bromphenolblaulésung
gezogen. Nach dem Trocknen stellte man den Filtrierpapierstreifen mit der
einen Lingskante in eine 2 mm tiefe Essigsédure-Pyridinlgsung von pH 412
und wartete, bis diese bis etwa 1 cm tber die Mitte aufgestiegen war. Dann
wurde der Filtrierpapierstreifen herausgenommen und mit der noch trockenen
Léngskante in ein Essigsdure-Pyridin-Gemisch von pH 5 getaucht. Dieses
Gemisch stieg bis zur Front des Gemisches von pH 4 auf und diffundierte
in dieses hinein. Der am Anfang steile pH-Sprung zwischen den Gemischen
von pH 4 und pH 5 verflachte sich unter der Kontrolle der Indikatorstriche
bis zu der pH-Verteilung von Abb. 6. Dann nahm man den Filtrierpapier-
streifen heraus, preBte ihn zwischen Filtrierpapier ab und brachte’ das
Untersuchungsmaterial — also eine Losung der Aminoséuren Asparagin-
sdure, Glutaminsdure, Alanin, Glyein, Lysin und Arginin, die beiden letzteren
als Chlorhydrat — auf die Ausgangsstellung. Hierauf wurde der Streifen
in die Elektrophoreseapparatur gelegt und die Aminosduren bei einem
mittleren Spannungsgefille von 41 V/em 20 Min. lang wandern gelassen.
Nach dem Herausnehmen bestimmte man die pH-Wertverteilung durch
Vergleich mit mit Puffern von den entsprechenden pH-Werten getridnkten
und mit dem Indikator angefarbten Filtrierpapierstreifchen. Nach dem
Trocknen wurde in iblicher Weise mit einer 0,29igen butanolischen Nin-
hydrinlésung, der 59, Pyridin zugesetzt worden waren, entwickelt.



