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Es werden S~6rtmgen, die bei der  Papierelektrophorese yon 
Proteinen bei  Spanntmgsgef~llen bis etwa 20 V/era av_ftreten, 
besprochen und Versuehsanordmmgen angegeben, die diese 
vermeiden.  Fi i r  die Un~ersuehtmg empfindlieher Pro~eine bei  
h6heren Spanmmgsgef~llen (bis 50 V/era) wird eine Anordnung �9 
zur Elek~rophorese in d/innen St~rkepl~tten beschrieben. 

Die  Pap ie r ionophorese  bei  e rhSh tem Spannungsge~ l l e ,  wie sie seiner-  
zei t  yore  Verfasser  vorgeschlagen wurde  2, ha~ sich haupts~ch l ich  be i  de r  
Auf~rennung yon  n iedr igmolekul~ren  Subs t anzen  bew~hr~ 3. Aueh  
Pro te ine  s ind bei  hSheren Spannungsgef~l len  un te r su~h t  worden  ~. D a b e i  

1 Nach einem Vortrag ira Verein ()sterreiehiseher Chemiker trod der 
Osterreiehisehen Bioehemischen Gesellschaft am 5. I I I .  1954. 

H .  Mieh l ,  M.h. Chem. 8~., 489 (1951). 
3 Z. B. Aminosguren ur~d Pept ide :  L. Schmid ,  H .  M i c h l  trod G. Zwettler,  

Mh. Chem. 82, 526 (1951). - -  B .  KickhS]en  u n d  O. WesPphat, Z. Naturs 
7 b, 655, 659 (1952). - -  L .  Bilel~, J .  Derkosch, H .  2dich[ u n d  _~. Wessely ,  
~'Ih. Chem. 84, 717 (1953). - -  H .  T u p p y  mid H .  Mieh l ,  ebend~ 84, 1011 
(1953). - -  H .  2]/iohl u n d  H .  K u h n ,  F~ehl. Mitt .  d. 0s ter r .  Tabakregie 1954, 
I0. - -  Kohlenhydra te  : H .  Mieh l ,  2r Chem. 88, 737 ( 1 9 5 2 ) . -  Y .  Hashiqnoto, 
I .  2]/ori und 2]I. K i m u r a ,  N a t u r e  170, 976 (1952). - -  D. Gross, ebenda 172, 
908 (1953); 173, 487 (1954). - -  Pur ine:  W .  C. Werkheiser  u n d  R .  J .  Winzler ,  
J .  Biol. Chem. ~04, 971 (1953). - -  F .  Turba ,  H .  _Pelzer u n d  H .  Schuster ,  
Z. physiol. Chem. 296, 97 (1954). M H .  M i c h l  u n d  F .  Haberler, Mh.  Chem. 85, 
779 (1954). - -  H .  3/s trod H .  K u h n ,  Faehl .  Mi~t. d. 0s ter r .  Tabakregie 
1954, 14. 

H .  2]/ichl, Mh. Chem. 82, 944 (1951); 83, 210 ( 1 9 5 2 ) . -  H .  Mich l ,  
K .  R ied l  u n d  J~. Wessely ,  ebenda 8~, 539 (1951). - -  H .  Sterz  u n d  W .  Kle-  
~nentsehitz, ~u klin. Wsehr.  6~, 103 (1952). 
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wurden fast die gleichen Apparaturen und Kiihlvorriehtungen, wie sie 
zur Trennung der niedrigmolekularen Substanzen Verwendung fanden, 
beniitzt. Diese Verfahren ergaben meist nur bei verh~ltnism~gig einfachen 
Proteingemisehen (Serum, ttiihnereiweiB) brauchbare Resultate. Bei 
komplizierten Gemischen treten verschiedene Fehlerquellen in Erschei- 
nung, die sich prinzipiell nicht beseitigen lassen. Eine solehe sind z. B. 
die Kiihlvorrichtungen, seien es Fliissigkeiten oder Feststoffe. Zwisehen 
der Oberfl~che des Filtrierpapierstreifens und der Kiihlfli~che befinde~ 
sieh n/~mlieh meist ein Pufferfitm, in dem andere Wanderungsbedingungen 
herrsehen als im Inneren des Streifens. Die Folge davon waren Verbrei- 
terungen und Versehmierungen der Zonen. Bei niedrigmolekularen Sub- 
stanzen konnte man sieh dadureh he]fen, dab man relativ trockene 
I~iltrierpapierstreifen verwendete (Benetzungsgrad 100%), so dab es erst 
gar nicht zur Ausbildung eines Pufferfilmes kam. Bei Proteinen war das 
nieht m6glich, da sie yore Filtrierpapier zu stark zuriickgehalten wurden. 
1Vfan benStigt also eine Versuehsanordnung, die die Verwendung frei 
h~ngender - -  nur yon Gasen bzw. Luft umgebener - -  Filtrierpapier- 
streifen bei erhShtem Spannungsgefglle gestattet. 

Den Vorteilen eines Zeitgewinnes, einer giinstigeren Ausbeute und 
einer eventuell besseren Auftrennung eines solehen Verfahrens steht der 
Umstand entgegen, dag bei der ErhShung des Spannungsgef~lles die 
Wanderungsgesehwindigkeit linear, die erzeugte Jou/esehe W/~rme und 
damit die verdunstete Puffermenge quadratiseh w/~chst. 

S p a n n u n g s g e f ~ l l e  u n d  P u f f e r s t r 5 m u n g e n  in  e i n e m  f re i -  
h / i n g e n d e n  F i l t r i e r p a p i e r s t r e i f e n .  

Im folgenden soll nun genauer gezeigt werden, warum die Papier- 
e]ektrophorese bei erhShten Spannungsgef~llen in einer normalen feuchten 
Kammer keine befriedigenden Resultate ergeben kann. Abb. 1 zeigt den 
Verlauf eines derartigen Versuehes fiir Teilchen mit einer elektro- 
phoretischen Beweglichkeit yon 2 ,5 .10  -5 cm 2 V -1 see. -1. Im einzelnen 
wurde bestimmt: 1. Die Gesehwindigkeit, die die Teilchen unter dem 
EinfluB des elektrisehen Feldes a]lein hatten (1--3). 2. Die Geschwin- 
digkeit, die sie durch die Pufferstr6mung bekamen ( I - - I I I ) .  3. Die 
Resultierende aus beiden (a--c) .  

Zu 1. Die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld ist 
proportional dem Spannungsgef/~lle. Dieses war in der Streifenrichtung 
iiberall gleich groB und ~nderte sich anfangs nur wenig. Erst  gegen Ende 
des Versuches beobachtete man ein langsames Absinken des Spannungs- 
gefis in der Mitre des Streifens. Dies war auI das Abdampfen des 
Wassers, NachstrSmen des Puffers und die dadurch erhShte Puffer- 
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konzentration zurtiekzuftihren. Zu den gMehen Ergebnissen ist P u & r  5 

gekommen,  der sehr sorgfgltige Untersuehungen im Gleiehstromfeld 
unter den versehiedensten Bedingungen angestellt hat. 

Zu 2. Die PufferstrSmungen konnte  man dadureh studieren, dal~ man 
auf einen Filtrierpapierstreifen in gleichen, regelmggigen Absggnden 
Striehe einer Testsubstanz aufbraehte. Die Wahl dieser hing yon der 
verwendeten Stromarb ab : Im Gleiehstromfeld beniitzte man Substg~zen, 
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A b b .  1. Fi l tr ierpapierstreifen SS 2043 b g latt ,  4mal  21 cm;  Veronalpuffer  p i t  8,7; /~ = 0,03;  
Spannung  300 V;  Stromst~rke  naeh  30 Min.  3,4 lma*, 60 Min.  3,7 m A ,  120 Min.  4,2 m A .  

die im Strom nicht wandern, etwa Zucker. Im Wechselstromfeld liegen 
sich Furbstoffe verwenden. ])as hatte den Vorteil, dab man den Einflu8 
der PufferstrSmung direkt beobaehten konnte  und dab der elektro- 
osmotisehe Effekt ausgeschaltet war. 

Wie Abb. 1 zeigt, waren die Pufferstr6mungen an den Enden des 
Filtrierpapierstreifens am stgrksten, gegen die M_itte zu sanken sie all- 
mghlich auf Null  ab. Zu Beginn der Versuche waren die StrSmungen 
sehwgcher, da der Filtrierpapierstreifen yon der Befeuchtung her noch 
geniigend Puffer enthielt und das NachstrSmen aus den Puffergef~Ben 
erst bei einer best immten Trockenheit eintrat. Mit zunehmender Aus- 
trocknung verst~rkte sich die StrSmung, bis schliel~lich ein Gleiehgewieht 
eintrat. In diesem Zus~and war die PufferstrSmung, besonders in den 

s Z.  Pugar,  Arhiv za kemiju 25, 205 (1953); ~6, 29, 41 (1954). 
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l~andgebieten, wesentlich gr58er als die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Teilchen im elektrischen Strom. 

Zu 3. Wenn man nun die Resultierende (stark ausgezogen) aus der 
elektrophoretisehen Wanderungsgesehwindigkeit und tier StrSmungs- 
gesehwindigkeit des Puffers beobachtet, sieh~ man, dal~ beide znn~chst 
gleichsinnig wirkten. Gegen die Mitre zu wurde der Einflu~ der Puffer- 
s?~rSmung immer kleiner, sehliel~lieh drehte er sein Vorzeiehen um und 
wirkte der elektrophoretisehen Wanderung entgegen, bis beide gleich 
grol~ waren, aber ein entgegengesetztes Vorzeiehen hatten. Dieser Punkt  
ist durch den Schni~t der Resultierenden mit der Abszisse gekennzeichnet. 
Eine Wanderung der Substanz fiber diese Stelle hinaus war also nieht 
mehr mSglich, die optimale Auftrennung war erreich~. Bei einer weiteren 
Verl~ngerung der Versuehsdauer verschob sieh durch das Absinken des 
elektrischen ~eldes diese Stelle langsam zur l~itte zu. Die Auftrennung 
wurde dadurch wieder schlechter. ~r begegnete hier also den gleichen 
Verh~ltnissen wie bei der Elektrorheophorese 6. PufferstrSmungen, wie 
sie bier beschrieben worden sind, treten auch bei der Verwendung niedriger 
Spannungsgefalle auf, ihr EinfluI] wurde meist vernachl~ssigt. 

Z o n e n e l e k t r o p h o r e s e  in  F i l t r i e r p a p i e r .  

Es gibt nun grundsatzlich folgende ~5glichkeiten, diese St5rungen 
zu beseitigen: 

1. ~ a n  verhindert das Entstehen Joulescher  Warme iiberhaupt. 
2. Die Joulesche  Warme wird durch Leitung oder Strahlung abgeffihrt. 
3. Die Kfihlung erfolgt wohl durch Verdunsten des Pufferl5sungs- 

mittels, dieses wird jedoch so ersetzt, daI~ keine St5rungen entstehen. 
4. !Ylan nimmt die PufferstrSmung in Kauf, doch lenkt man sie so, 

dal~ sie die elektrophoretische Trennung nicht behindert. 
Zu 1. Diese ~r w~re eigentlich die ideale. Es wurde ver- 

sucht, ihr dadurch nahe zu kommen, dai~ man Puffer mit langsam 
wandernden Ionen verwendete. Als solehe kamen hoehmolekulare 
Substanzen (part. hydrolysierte Proteine oder Kunststoffe) oder nieder- 
molekulare Ampholyte in der ~ h e  des isoe]ektrischen Punktes (z. B. 
Aminos~uren) in Frage. Die Ergebnisse waren unbefriedigend. 

Es wurde ferner versucht, an der Stelle einer kontinuierlichen Gleich- 
spannung Impulse verschiedener l~requenzen, Tastverh~ltnisse und 
Formen zu verwenden ~, s. Die Ergebnisse waren in keinem Falle deutlich 

6 M .  Macheboeu], P .  Rebeyrotte, J . M .  Dubert und M .  Brunerie, Bull. 
soc. chim. biol. 35, 334 (1953). 

7 W.  Mach  und  R .  Ge/]ert, Arzneimittelforseh. 3, 534 (1953). 
s t terrn Ing. H.  Stricker sei fOr seine Hflfe bei diesen Versuchen an 

dieser Stelle gedankt. 
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besser, als es bei der Verwendung elnes gewShnlieher~ Gteichs~romes 
mi~ gleicher effektiver Spannung der ]~all war. 

Zu 2. Die Ableitung der W~rme k~nn dutch feste, flfissige oder gas- 
f6rmige Stoffe eHolgen. Bei der Verwendung yon festen oder fliissigen 
Stoffen lieB sieh die PufferstrSmung z. B. dutch Verwendung yon 
Zellophanbarrieren ~ v611ig unterdrficken. ~ a n  erhiel~ jedoeh bei der 
l]ntersuehung komplizierter Proteingemisehe, wie eingangs besloroehen, 
eine unerwiinsehte Verbreiterung 
der  Zonen. GasfSrmige Kiihl- 
mi~tel batten leider bei normalem 
Druek eine zu geringe W~rme- 
leitf~higkeit; sogar bei der Ver- 
wendung yon Wassers~off 1~ in 
einer kleinen, gekiihlten feuehben 
Kammer reehtfertigten die Er- 
gebnisse nicht den iu fwand .  

- 7  

Abb. 2. 

Die Abffihrung der W~rme durch Strahlung sollte die folgende A~l- 
ordnung (Abb. 2) erleiehtern: In den Brennlinien einer elliptisehen RShre 
befanden sieh der Fil~rierpapierstreifen und ihm gegeniiber eine l~61~'e 
mi~ Trockeneis-Aeeton. Dureh diese Anordnung sollten die ,,Ki~lt.e- 
sgrahlen" (Poh111) im Filtrierpapierstreifen gesammelt werden. Der 
Effekt war leider gering, er m/il3te mig anderen 5Iethoden kombinier~ 
werden. 

y 7 7 7 

A b b  3. Abb.  6. 

Abb ;  2 - -4 .  1 Fi l t r ie rpapiers t re i fen;  2 Pulfergef~iB; 3 StromscMtisset;  4 ellil3tisches ]~lechrol~r; 5 AcetOn 
und Trockeneis ;  6 rot ierende Walzen;  7 Fi l t r ie rpapierdochte ;  8 W a n n e  mi t  Aceton-Trockeneis ;  

9 Kupferseh lange  mi~ Wasser  yon  95 ~ 

Zu 3. Bei dieser l~ethode wird die K/ihlung dureh Verdunsten des 
PufferlSsuilgsmit~els erreieht. Das Problem lag darin, die verdunstete 
Fliissigkei~ so zu ersetzen, daft keine Puffers~r6mungen auftreten k6nnen. 
Das wurde versueht, durctt 

a) Zufuhr  des Puffers dutch eine Anzahl Doehte (Abb. 3), die normal 
zur L/~ngsriehtung des Fil~rierpapierstreifens in Abst/inden yon etwa 
2c m angebracht waren. Um lokale Versehwemmungen zu vermeiden, 
verriickte man den Streifen w~hrend der Versuehsdauer meehanisch 

9 H .  Mich l ,  3~h. Chem. 83, 737 (1952). 
lo t t .  J .  M c D o n a l d ,  J. Chem. Educat. 29, 428 (1952). 
11 p~. W.  Pohl ,  :Einffihrung in die Optik, S. 281. Berlin. 1941. 
M-onatsbefte fiir Chemie. Bd. 85/6. 81 
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um eine Dochtbreite. Diese Anordnung ergab deutlich sch/~rfere Auf- 
trennungen als eine solche mit  Kiihlfliichen. Die Zufuhr des Puffers 
dutch eine grSBere Anzahl Kapillaren oder durch por6ses Material gab 
unbefriedigende Ergebnisse. 

b) Als ngchstes versuchte man, die Flfissigkeitsznfuhr durch Ein- 
bringen des Streifens in ein Aerosol zu bewirken. Man besprfihte den 
Streifen fortlaufend mit  einer Spri~zpistole oder brachte ihn in den 
Nebel eines Inhalat ionsapparates.  Besonders im ersten Fall war es 
sehwierig, zu erreichen dal3 die Flfissigkeitsteilchen gleichmgl3ig yore 

�9 f 

JTCm 

Abb. 5. Fil tr icrpapier SS 2043 b glatt,  1[4 der nat .  Gr6ge; Veronalpuffer pH 8,7; ~ = 0 , 0 3 ;  
Spannung 300V;  Stromst~rke 8,4 mA (nach 120 Min.); Versuchsdauer 120 Min. 

1, 2 . . .  Zuckerstreifen zu Beginn, 1", 2 ' . . .  Zuckerstreifen am Ende des Versuches. 

Ffltrierpapier aufgenommen wurden und keine Verschwemmungen ein- 
traten.  

e) SchlieBlieh versuehte man, den Filtrierpapierstreifen in eine stehende 
Nebelkammer 12 (Abb. 4) einzuh~ngen. Hierbei braehte man  den Streifen 
normal zu seiner Fli~ehe in ein starkes Temperaturgef~lle, wobei 
sich oben eine mit Aeeton-Trockeneis gekiihlte F1/~che und unten 
auf 95 ~ erwi~rmtes Wasser befand. Bei diesem Temperaturgef~lle t r a t  
naturgem~13 eine kr~ftige Nebelbildung ein, die zu starke Fliissigkeits- 
verluste auf dem Filtrierpapierstreifen verhinderte. Eine zu starke Ver- 
eisung auf der Unterseite der Kiihlfl~che mugte  vermieden werden. 
Hol t  et al. 1~ besehrieben eine Apparatur ,  die auf einem ~hnliehen Prinzip 
beruht ;  das TemIoeraturgef~lle ist jedoch wesentlich kleiner und ent- 
sprechend weniger wirksam. Es wurde schliel~lich emp~ohlen, den Dampf-  
druek im Filtrierpapierstreifen durch Zusatz yon Glykol, Glycerin oder 
~hnliehen Stoffen herabzusetzen 14. Dieses Verfahren hat sich fiir die 
Untersuehung empfindlicher Proteine nieht sehr bew~hrt, da diese zum 

is p .  Harteelc m i d  G. Hertz, Na~urwiss. 89, 206 (1952). 
la C. V.  Holt, K .  D. Voigt und  K .  Gaede, Biochem. Z. 328, 34:5 (1952). 
14 L .  Durrum,  J.  Amer. Chem. Soc. 73, 4875 (1951). 
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Tell ausgefiillt oder durch die hShere Temperatur  im Streifen denaturiert  
werden kSnnen. 

Zu 4. Die einfachste LSsung gelang dadureh, dab man die Puffer- 
str6mung und die elektrophoretisehe WandeTung w/~hrend des ganzen 
Versuehes gleiehsinnig wirken IieB. Das w~r durch die Ax~wendnng 
eines ungleieh breiten Streifens - -  etwa in der Form eines Trapezes mit  
aufgesetzten geehteeken - -  m6glieh (Abb. 5). Die Austestung der 
Str6mungsverh~ltnisse mit  den parMlelen Zueker- bzw. Farbstoffs~reifen 
(Abb. 5) zeigte, dab diese bei riehtiger Wahl der Dimensionen vom 
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5/rJmu/757sgescbe.'/~ks// des PudPefs n~ch 60.4r o - ~ - - . ~  _17 "\E 
Spaanungsge~Yle nach 60 l~/h.. o-.--.-o 2 
fesul/l'epel?de 6"eschl,//bd/ilhe/7 e/r Te/Xohens m/'/ o - . I . . r  b 
de P 8e ~e~I/~hke# won ? Jr". lO-ScmZ Y- Ise c-  I : 

Abb. 6. F~pier, Format, P u f f e r  u n d  elektxische Daten wie Abb. 5. Versuchsdauer 60 Min. (7,4 mA). 

breiteren Teil des Streifens nahezu in gleicher Entfernung zum sehm~leren 
wandern. Die quanti tat iven Verh~ltnisse gibt Abb. 6 wieder. Wie man 
sieht, verliei w~hrend der ganzen Versuehszeit die Puffers~r6mung im 
Arbei~sbereich praktisch mit gleieher Geschwindigkeit. Das Spannungs- 
gef~tlle war nicht mehr an allen Stellen gleich, sondern s~ieg gegen das 
schmale Ende des Streifens zu an. I m  IdealfM1 mtil3te es der Gleiohung 

d u  U 2 
dx -  z ct ~ x 

(U = gesamte, am Streifen mit  der L~nge a ]iegende Spannung, 
a H6he des Trapezes) folgen. Auch die t~esuttierende zeigte einen 
Anstieg. Das hatte den Vorteil, dab die sehnelleren Teilchen in ein 
st~rkeres Spannungsgefi~lle gelangen, Ms die langsameren, wodurch die 
Auftrennung rascher Ms in einem homogenen Feld erfolgte. Ein weiterer 
Vort.eil war der, dag man, da der Ausgangspunkt des Versuches normMer- 
weise am breiten Ende liegt, verh~ltnism&gig viel Substanz auftragen 
kann. Wanderten dann die Komponenten zu sehm~leren Stellen, so 
waren sie sehon so weir aufgetrennt, dab keine StSrungen dureh zu hohe 
Konzentrat ionen mehr zu befiirehten waren. Aus dem gleiehen Grunde 
st6rten auch Verunreinigungen dutch SMze usw. weniger. Die gew~hlten 

8 1 "  
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Dimensionen waren yon den n/~heren Versuchsbedingungen (Spannungs- 
gef/s Pufferkonzentration) abh/~ngig. Im allgemeinen muSte die Ver- 
jiingung ziemlich kr/~f~ig sein. Man kSnnte nun glauben, dab die An- 
wendung eines geschlossenen Kreises ira Sinne der ~ingpapierchroma~o- 
graphie besonders giinstig w/~re, doch war dies bei analytischen Unter- 
suchungen nicht der Fall. Fiir priparative Zwecke bei Verwendung yon 

2 2 J j 

J 
I 2 

Abb. 7. 1/~ der nat. GrOl3e. 1 Dest. Wasser, Plzffer 5. /~.; 2 Ffltrierpapierstreifen (WB 28); 3 8t~irke, 
4 halbkugelf6rmige Ausnehmnngen; 5 Kapillaren. 

kreisfSrmigen Filtrierpapierscheiben yon etwa 40 cm Durchmesser mag 
diese Anordnung gewisse Vorteile bieten. 

Die Papierelektrophorese mit dem trapezf5rmigen Streifen bew~hrte 
sich vor allem zur Auftrennung komplizierter I)roteingemische (Enzyme 
der Tabakblit ter,  Schlangengifte), da wahrend der kurzon Versuchsdauer 
- -  2 his 3 Stdn. - -  die Verluste an biologischer Aktivit~tt kleiner waren 
als bei tier Papierelektrophorese bei niedrigen Spannungen. Die Wieder- 
gewinnung tier aufgetrennten Substanzen erfolgte durch Eluieren des 
zerschnittenen Streifens i5. Eine quantitative Auswertung des angefarbten 
Diagrammes konnte durch Zerschneiden und Eluieren des Farbstoffes 
nach T u r b a  und E n e n k e P  G oder Cremer und T i s d i u s  i7 erfolgen, Es ist 
zwar grundsatzlich auch eine Auswertung mit lichtelektrischen Instru- 
menten oder mit der Zylinderlinsen-Graukeil-lV[ethode m5glich, doch 
ist dazu die Verwendung eines zusitzlichen Keiles erforderlich. 

i5 F .  Sanger und H.  T u p p y ,  Biochemic. J. 49, 463 (1915). 
i6 F .  Turba und H .  J .  Enenkel,  Naturwiss. 87, 93 (1950). 
i7 H .  D. Cremer und A.  Tiselgus, Biochem. Z. 320, 273 (1950). 



H. 6/1954] ldber die Zonenelektrophorese yon Proteinen. 1259 

Z o n e n e l e k t r o p h o r e s e  in  S t g r k e .  

]3ei manchen  E n z y m e n  (z. B. Schlangengi f tpro tease) ,  vor  a l lem abe r  
bei  humina r t igen  Subs tanzen  aus  T a b a k b l g t t e r n ,  gelang es t ro tz  al len 
Beln i ihungen nicht ,  Ausbeu ten  yon  mehr  als 10 bis 15% zu e rha l t en  und  
Adsorp t ionse r sehe inungen  zu vermeiden .  Es erwies sich also als not-  
wendig,  nach  e inem ande ren  Medium zur S tab i l i s ie rung  des Puffers  zu 
suehen.  Als solehe bewghrte  sich die schon yon  Kunke l  und  81ater is 

empfohlene  Kartoffels~grke.  Diese wurde  jedoch nicht ,  wie bisher  be-  
schrieben,  in  F o r m  dicker  B15eke zur Anwendung  gebracht ;  sondern  wi t  
gossen sie in  einer df innen Sehicht  auf  G lasp la t t en .  Solehe P l a t t e n  
lief~en sieh gu t  handhaben ,  sie konn t en  le icht  gekf ihl t  werden und  e r l aub t en  
desha lb  die  Verwendung  entsl~rechend hSherer  Spannnngsgef~ilte (bis 
e twa  50 V/cm).  Die  e inzelnen X o m p o n e n t e n  lokat is ier te  m a n  en tweder  
du reh  Mi t laufenlassen  eines Farbs tof fes ,  der  eine K o m p o n e n t e  anfa rb t ,  
oder  nach  der  Beend igung  des Versuches dureh  A b k l a t s c h e n  mi t  e inem 
feuchten  F i l t r i e rpap i e r  und  Anf~rben desselben.  Die E lu ie rung  erfolgte 
dureh  Absaugen ,  Zent r i fugieren  oder  l angsames  Durchsaugen  des LSsungs-  
mit te ls .  Abb .  7 zeigt  eine A n o r d n u n g  fiir l e tz te re  MSgliehkeit .  Mit  d iesem 
Verfahren konn t en  wir  19 - -  wie an  andere r  Stel le  ausff ihrl ieh berichte~ 
werden  wird  - -  Ausbeu t en  bis zu e twa  70% der  biologischen A k t i v i t a t  
e rhal ten .  

Experimenteller Teil. 
Bestimmung des Spannungsgefi~lles: Mit Pt -Spi tzen oder kleinen Strom- 

sehlfisseln und rev. Elektroden (Ag/AgC1) griff man Abstg.nde x-on 2 cm 
ab und best immte mi t  ausreiehender Genanigkeit  die Spammngsdifferenz 
mi t  einem hochohmigen Voltmeter .  

Bestimmung der Str6mungsgsschwindigkeit: Auf g l e i c h m ~ i g  6 cm bre i ten  
bzw. trapezfOrmigen (Mal3e wie Abb. 5) Fi l t r ierpapiers treifen SS 2043b 
glat t  zeiehnete man alle 2 em Bleistiftstriche normM zur L/~ngsrichtung. 
Dann zog man  sie dureh eine PufferlSsung und spannte sie in eine feuchte 
Karmmer aus Plexiglas (4 • 15 x 20 era). tqach 10 Min. brachte  man auf  
die Bleistiftzeiehen Striehe mi t  Broraphenolblaul6sung auf a n d  legte eine 
Wechselspannung yon etwa 300 Ve~ ~n. Wollte man  nun die mit t lere  
Str6mungsgeschwindigkeit  ngch 30Min. messen, so best immte man die 
Lage der Farbs t r iche  nach 25 und 35 Min. mit  t t i l fe  eines Diopters und er- 
reehnete aus der Differenz die gewtmschte GrSl~e. Bei der Verwendung yon 
Gleichstrom und Glukose als Markierung benStigte man 2 unter  identisehen 
Bedingungen laufende Streifen. Diese wurden dann zu den entsprechenden 
Zei tpunkten  herausgenommen, rnit Ani t inphthalat  entwickelt  und ans- 
gemessen. Durch Verg]eich mi t  den bei Wechselspannnng erhaltenen Ergeb- 
nissen lieB sieh der Einflul~ der Elektroosmose absch~itzen. Sie bewirkte 
im vorliegenden Fall  eine Verschiebung der Streifen yon etwa 1 cm/Std.  
zur Xathode.  

zs H . G .  Kunkel und R . d .  Slater, Prec.  See, Exp.  Biol. Med. 80, 42 
(i952). 

lg H. zV1ichl, Na.turwiss. 41, 403 (1954); Mh. Chem. 85, 1240 (1954). 



1260 H.  Miehl:  l Jber  die Zonenelekt rophorese  yon  Prote inen.  

Erzeugung der GleichstromimpulseS: Rech teck impulse  yon  200 bis 400 t t z ,  
Tas tverhg l tn i ssen  yon 1 : 8  bei  Ampl i t uden  bis 200 V / c m  erzeugte  m a n  
mi t te ls  ro t ie render  Zerhaeker .  H6here  F requenzen  (20000 bis 100000Hz)  
bei  Tas tverhg l tn i s sen  yon  1 : 1 bis 1 : 20 und  Spannungsspi tzen  bis 250 V / c m  
erre iehte  m a n  du tch  eine Kippscha l t tmg,  wobei  der Streifen als Begrenzer  
des Thyra t rons  diente  (Abb. 8). 

Die Versuchsanordnungen  yon  2 bis 3 c gehen aus den Abbi ldungen  
hervor .  Das Spannungsgef~lle  t iberschr i t t  n ieh t  20 V / c m  bei  einer  Streifen- 

1 

Abb. 8. 

lgnge yon  20 cm. 
Elelctrophorese gn Stdr]~eplattenl~ : 

1 Teil  Kar to f fe l s tg rke  (ffir 100 cm 2 
e twa  20 g) w~rde  m i t  2 Tei len Puf fe r  
aufgesehlemmt,  30 Min. s tehen ge- 
lassen u n d  dekant ier t .  Nach  (finf- 
mal igem Dekan t i e ren  gob m a n  die 
zghflfissige Masse (Benetzungsgrad 
70 bis 80%) auf  eine nivel l ier te ,  
d i inne Glasplat te .  Diese t roekne te  
m a n  dann bei 50 ~ bis kein  Puf fer  
m e h r  ~ibersteht (Benetzungsgrad  

55 bis 65%),  was e twa  10Min. beanspruchte .  Die so prgpar ie r te  P la t t e  
legte m a n  auf  die Kiihlf lgche der E lek t rophoreseappa ra tu r  (wasser- 
geki lh l ter  Metal lbloek 9 mi t  einer  d i innen Glasplat te  zur  Isol ierung o. ~. - -  
Kf ih le inr ieh tungen  aus Kuns t s to f f  sind nicht geeignet)  und  braeh te  die 
Substanz  m i t  e iner  Kapi l l a re  in F o r m  eines Striches normal  zur Lgngs-  
r i ch tung  auf. De r  S~romanschlul~ zu den Puffergef~l~en erfolgte durch  
mehr fach  zusammengelegte ,  m i t  Puf fe r  ge t r~nkte  Fi l t r ierpapiers t re i fen .  
Die  Puffergefgl~e waren  ihrersei ts  durch  Stromschlfissel  mi t  den  revers ibel  
a rbe i t enden  E lek t roden  verbunden .  Die angelegte  Spannung  lag bei 20 bis 
50 V/cm.  N a e h  Beend igung  des Versuches lokalisierte m a n  die Subs tanzen  
dureh  Abkla t schen  und  hob an den so e rmi t t e l t en  Stel len die Stgrke m i t  
einer  Spate l  ab. Zur  E lu ie rung  brach te  m a n  sie in die R innen  der  in Abb.  7 
gezeigten  Anordnung .  Es  wurde  hierbei  Wasser,  Puffer  o. g. dureh einen 
Strei fen aus weichem Fi t t r ie rpapier  (WB 28) auf die Stgrke gebrseh t  und  
dieses durch  eine Zunge aus dem gleichen Pap ie r  in die Kapi l la re  gesaugt .  

Diese r  A r b e i t  k a m  eine Z u w e n d u n g  de r  A u s t r i a  T a b a k w e r k e  A. G. 

sowie der  O s t e r r e i c h i s c h e n  A k a d e m i e  de r  W i s s e n s c h a f t e n  zugu te ,  wof i i r  

a n  d ieser  Ste] le  g e d a n k t  sei. 


