Uber die Zonenelektrophorese von Proteinen bei erhihten
Spannungsgefillen’.

Von
H. Michl.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
Mit 8 Abbildungen.
(Eingelangt am 24, Juli 1954.)

Es werden Storungen, die bei der Papierelektrophorese von
Proteinen bei Spannungsgefillen bis etwa 20 V/ecm auftreten,
besprochen und Versuchsanordnungen angegeben, die diese
vermeiden. Fir die Untersuchung empfindlicher Proteine bei
hoheren Spannungsgeféllen (bis 50 V/em) wird eine Anordnung
zur Elektrophorese in dimnen Stérkeplatten beschrieben.

Die Papierionophorese bei erhthtem Spannungsgefille, wie sie seiner-
zeit vom Verfasser vorgeschlagen wurde?, hat sich hauptséichlich bei der
Auftrennung von niedrigmolekularen Substanzen bewahrt3. Auch
Proteine sind bei hoheren Spannungsgefillen untersucht worden*. Dabei

! Nach einem Vortrag im Verein Osterreichischer Chemiker und der
(sterreichischen Biochemischen Gesellschaft am 5. IT1. 1954,

* H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 (1951).

3 Z. B. Aminosduren und Peptide: L. Schmid, H. Michl und G. Zweitler,
Mh. Chem. 82, 526 (1951). — B. Kickhofen und O. Wesiphal, Z. Natuarforsch.
7b, 655, 659 (1952). — L. Bilek, J.Derkosch, H. Michl und F. Wessely,
Mh. Chem. 84, 717 (1953). — H. Twuppy und H. Michl, ebenda 84, 1011
(1958). — H. Michl und H. Kuhn, Fachl, Mitt. d. Osterr. Tabakregie 1954,
10. — Kohlenhydrate: H. Michl, Mh. Chem. 88, 737 (1952). — Y. Hashimoto,
I. Mori und M. Kiwwura, Nature 170, 976 (1952). — D. Gross, ebenda 172,
908 (1953); 173, 487 (1954). — Purine: W. C. Werkheiser und RB. J. Winzler,
J. Biol. Chem. 204, 971 (1953). — F. Turba, H. Pelzer und H. Schuster,
Z. physiol. Chem. 296, 97 (1954). — H. Michl und F. Haberler, Mh. Chem. 85,
779 (1954). — H. Michl und H. Kuhn, Fachl. Mitt. d. Osterr. Tabakregie
1954, 14.

* H, Mickl, Mh. Chem. 82, 944 (1951); 83, 210 (1952). — H. Michl,
K. Riedl und F. Wessely, ebenda 82, 539 (1951). — H. Sterz und W. Kle-
mentschitz, Wien. klin. Wschr. 64, 103 (1952).
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wurden fast die gleichen Apparaturen und Kiihlvorrichtungen, wie sie
zur Trennung der niedrigmolekularen Substanzen Verwendung fanden,
beniitzt. Diese Verfahren ergaben meist nur bei verhéltnisméBig einfachen
Proteingemischen (Serum, Hithnereiweif) brauchbare Resultate. Bei
komplizierten Gemischen treten verschiedene Fehlerquellen in Erschei-
nung, die sich prinzipiell nicht beseitigen lassen. Eine solche sind z. B.
die Kiihlvorrichtungen, seien es Fliissigkeiten oder Feststoffe. Zwischen
der Oberfliche des Filtrierpapierstreifens und der Kiihlflache befindet
sich ndmlich meist ein Pufferfilm, in dem andere Wanderungsbedingungen
herrschen als im Inneren des Streifens. Die Folge davon waren Verbrei-
terungen und Verschmierungen der Zonen. Bei niedrigmolekularen Sub-
stanzen konnte man gich dadurch helfen, daB man relativ trockene
Filtrierpapierstreifen verwendete (Benetzungsgrad 1009%,), so dal es erst
gar nicht zur Ausbildung eines Pufferfilmes kam. Bei Proteinen war das
nicht moglich, da sie vom Filtrierpapier zu stark zuriickgehalten wurden.
Man benotigt also eine Versuchsanordnung, die die Verwendung frei
hingender — nur von Gasen bzw. Luft umgebener — Filtrierpapier-
streifen bei erhthtem Spannungsgefille gestattet.

Den Vorteilen eines Zeitgewinnes, einer giinstigeren Ausbeute und
einer eventuell besseren Auftrennung eines solchen Verfahrens steht der
Umstand entgegen, dafl bei der Erhchung des Spannungsgefilles die
Wanderungsgeschwindigkeit linear, die erzeugte Joulesche Wirme und
damit die verdunstete Puffermenge quadratisch wichst.

Spannungsgefdlle und Pufferstréomungen in einem frei-
hingenden Filtrierpapierstreifen.

Im folgenden soll nun genauer gezeigt werden, warum die Papier-
elektrophorese bei erhghten Spannungsgefillen in einer normalen feuchten
Kammer keine befriedigenden Resultate ergeben kann. Abb. 1 zeigt den
Verlauf eines derartigen Versuches fiir Teilchen mit einer elektro-
phoretischen Beweglichkeit von 2,5-10-%cm? V-!sec.”l. Im einzelnen
wurde bestimmt: 1. Die Geschwindigkeit, die die Teilchen unter dem
EinfluB des elektrischen Feldes allein hatten (1—3). 2. Die Geschwin-
digkeit, die sie durch die Pufferstromung bekamen (I—III). 3. Die
Resultierende aus beiden (a—c).

Zu 1. Die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld ist
proportional dem Spannungsgefille. Dieses war in der Streifenrichtung
iiberall gleich groff und #dnderte sich anfangs nur wenig. Erst gegen Ende
des Versuches beobachtete man ein langsames Absinken des Spannungs-
gefilles in der Mitte des Streifens. Dies war auf das Abdampfen des
Wassers, Nachstromen des Puffers und die dadurch erhohte Puffer-
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konzentration zuriickzufithren. Zu den gleichen Ergebnissen ist Pudar®
gekommen, der sehr sorgfiltige Untersuchungen im Gleichstromfeld
unter den verschiedensten Bedingungen angestellt hat.

Zu 2. Die Pufferstromungen konnte man dadurch studieren, dafl man
auf einen Filtrierpapierstreifen in gleichen, regelméfBigen Abstinden
Striche einer Testsubstanz aufbrachte. Die Wahl dieser hing von der
verwendeten Stromart ab: Im Gleichstromfeld beniitzte man Substanzen,
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Abb. 1. Filtrierpapierstreifen S8 2043 b glatt, 4mal 21 cm; Veronalpuffer pH 8,7, u = 0,08;
Spannung 300 V; Stromstiirke nach 30 Min. 3,4 mA, 60 Min, 3,7 mA, 120 Min. 4,2 mA.

die im Strom nicht wandern, etwa Zucker. Im Wechselstromfeld liefen
gich Farbstoffe verwenden. Das hatte den Vorteil, daB man den Hinfluf}
der Pufferstromung direkt beobachten konnte und dafB der elektro-
osmotische Effekt ausgeschaltet war.

Wie Abb. 1 zeigt, waren die Pufferstromungen an den Enden des
Filtrierpapierstreifens am stirksten, gegen die Mitte zu sanken sie all-
miéhlich auf Null ab. Zu Beginn der Versuche waren die Stromungen
schwicher, da der Filtrierpapierstreifen von der Befeuchtung her noch
geniigend Puffer enthielt und das Nachstromen aus den Puffergefifien
erst bei einer bestimmten Trockenheit eintrat. Mit zunehmender Aus-
trocknung verstérkte sich die Strémung, bis schliefilich ein Gleichgewicht
eintrat. In diesem Zustand war die Puffersiromung, besonders in den

5 Z. Puéar, Arhiv za kemiju 25, 205 (1953); 26, 29, 41 (1954).
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Randgebieten, wesentlich gréfer als die Wanderungsgeschwindigkeit der
Teilchen im elektrischen Strom.

Zu 3. Wenn man nun die Resultierende (stark ausgezogen) aus der
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit und der Strémungs-
geschwindigkeit des Puffers beobachtet, sieht man, daB beide zunichst
gleichsinnig wirkten. Gegen die Mitte zu wurde der EinfluB der Puffer-
stromung immer kleiner, schlieBlich drehte er sein Vorzeichen um und
wirkte der elektrophoretischen Wanderung entgegen, bis beide gleich
groB waren, aber ein entgegengesetztes Vorzeichen hatten. Dieser Punkt
ist durch den Schnitt der Resultierenden mit der Abszisse gekennzeichnet.
Eine Wanderung der Substanz iber diese Stelle hinaus war also nicht
mehr moglich, die optimale Auftrennung war erreicht. Bei einer weiteren
Verlangerung der Versuchsdauer verschob sich durch das Absinken des
elektrischen Feldes diese Stelle langsam zur Mitte zu. Die Auftrennung
wurde dadurch wieder schlechter. Man begegnete hier also den gleichen
Verhiltnissen wie bei der Elektrorheophorese®. Pufferstrémungen, wie
sie hier beschrieben worden sind, treten auch bei der Verwendung niedriger
Spannungsgefille auf, ihr Einflul wurde meist vernachlissigt.

Zonenelektrophorese in Filtrierpapier.

Es gibt nun grundsdtzlich folgende Moglichkeiten, diese Storungen
zu beseitigen :

1. Man verhindert das Entstehen Joulescher Wirme iiberhaupt.

2. Die Joulesche Wirme wird durch Leitung oder Strahlung abgefiihrt.

3. Die Kiihlung erfolgt wohl durch Verdunsten des Pufferlsungs-
mittels, dieses wird jedoch so ersetzt, daBl keine Stérungen entstehen.

4. Man nimmt die Pufferstromung in Kauf, doch lenkt man sie so,
daB sie die elektrophoretische Trennung nicht behindert.

Zu 1. Diese Moglichkeit wire eigentlich die ideale. Es wurde ver-
sucht, ihr dadurch nahe zu kommen, daf man Puffer mit langsam
wandernden JTonen verwendete. Als solche kamen hochmolekulare
Substanzen (part. hydrolysierte Proteine oder Kunststoffe) oder nieder-
molekulare Ampholyte in der Nihe des isoelektrischen Punktes (z. B.
Aminosduren) in Frage. Die Ergebnisse waren unbefriedigend.

Es wurde ferner versucht, an der Stelle einer kontinuierlichen Gleich-
spannung Impulse verschiedener Frequenzen, Tastverhdltnisse und
Formen zu verwenden? 8. Die Ergebnisse waren in keinem Falle deutlich

6 M. Macheboeuf, P. Rebeyrotte, J. M. Dubert und M. Brunerie, Bull.
soc. chim. biol. 85, 334 (1953).

" W.Mach und R. Geffert, Arzneimittelforsch. 8, 534 (1953).

8 Herrn Ing. H. Stricker sei fir seine Hilfe bei diesen Versuchen an
dieser Stelle gedankt.
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besser, als es bel der Verwendung eines gewshnlichen Gleichstromes
mit gleicher effektiver Spannung der Fall war.

Zu 2. Die Ableitung der Wéarme kann durch feste, flissige oder gas-
formige Stoffe erfolgen. Bei der Verwendung von festen oder flissigen
Stotfen liel sich die Pufferstrémung z. B. durch Verwendung von
Zellophanbarrieren® vollig unterdriicken. Man erhielt jedoch bei der
Untersuchung komplizierter Proteingemische, wie eingangs besprochen,
eine unerwiinschte Verbreiterung . B
der Zonen. Gasférmige Kiihl- ‘ s
mittel hatten leider bei normalem
Druck eine zu geringe Wirme-

leitfshigkeit; sogar bei der Ver- ' J

wendung von Wasserstoffl® in 7
einer kleinen, gekiihlten feuchten Z

Kammer rechtfertigten die Er- Abb. 2.

gebnisse nicht den Aufwand.

Die Abfithrung der Wirme durch Strahlung sollte die folgende An-
ordnung (Abb. 2) erleichtern: In den Brennlinien einer elliptischen Réhre
befanden sich der Filtrierpapierstreifen und ihm gegeniiber eine Rohre
mit Trockeneis-Aceton. Durch diese Anordnung sollten die ,Kilte-
strahlen® (Poki}) im Filtrierpapierstreifen gesammelt werden. Der
Effekt war leider gering, er miiBte mit anderen Methoden kombiniert
werden.

I s J
mW7 t—:_—:f
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Abb. 8. Abb. 4.

Abb; 24, I Filtrierpapierstreifen; 2 Puffergefifl; 3 Stromschliissel; 4 elliptisches Blechrohr; 5 Aceton
und Trockeneis; 6 rotierende Walzen; 7 Filtrierpapierdochte; § Wanne mit Aceton-Trockeneis;
9 Kupferschlange mit Wasser von 95°

Zu 3. Bei dieser Methode wird die Kuhlung durch Verdunsten des
Pufferlosungsmittels erreicht. Das Problem lag darin, die verdunstete
Flissigkeit so zu ersetzen, dafBl keine Pufferstromungen auftreten kénnen.
Das wurde versucht durch

a) Zufuhr des Puffers durch eine Anzahl Dochte (Abb. 3), die normal
zur Léngsrichtung des Filtrierpapierstreifens in Abstdnden von etwa
2.cm angebracht waren. Um lokale Verschwemmungen zu vermeiden,
verriickte man den Streifen wihrend der Versuchsdauer mechanisch

® H. Michl, Mh. Chem. 83, 737 (1952).
10 H.J. McDonald, J. Chem. Educat. 29, 428 {1952).
1 R.W. Pohl, Einfithrung in die Optik, S. 281. Berlin. 1941.

Monatsheite fitr Chemie. Bd. 85/6. 81
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um eine Dochtbreite. Diese Anordnung ergab deutlich schirfere Auf-
trennungen als eine solche mit Kiihlflichen. Die Zufuhr des Puffers
durch eine grofiere Anzahl Kapillaren oder durch pordses Material gab
unbefriedigende Ergebnisse.

b) Als nichstes versuchte man, die Flissigkeitszufuhr durch Ein-
bringen des Streifens in ein Aerosol zu bewirken. Man besprithte den
Streifen fortlaufend mit einer Spritzpistole oder brachte ihn in den
Nebel eines Inhalationsapparates. Besonders im ersten Fall war es
gchwierig, zu erreichen, dall die Flissigkeitsteilchen gleichmaflig vom

D

Thcm

27cm

Abb. 5. Filtrierpapier S8 2043 b glatt, 1/, der nat. GroBe; Veronalpuffer pH 8,7; u = 0,03;
Spannung 300 V; Stromstirke 8,4 mA (nach 120 Min.); Versuchsdauer 120 Min.
1, 2... Zuckerstreifen zu Beginn, 1/, 2’... Zuckerstreifen am Ende des Versuches.

Filtrierpapier aufgenommen wurden und keine Verschwemmungen ein-
traten.

¢) SchlieBlich versuchte man, den Filtrierpapierstreifen in eine stehende
Nebelkammer!2 (Abb. 4) einzuhingen. Hierbei brachte man den Streifen
normal zu seiner Fliche in ein starkes Temperaturgefille, wobei
sich oben eine mit Aceton-Trockeneis gekiihlte Fldche und unten
auf 95° erwirmtes Wasser befand. Bei diesem Temperaturgefille trat
naturgemif eine kriiftige Nebelbildung ein, die zu starke Fliissigkeits-
verluste auf dem Filtrierpapierstreifen verhinderte. Eine zu starke Ver-
eisung auf der Unterseite der Kiihlfliche mulite vermieden werden.
Holt et al.®® beschrieben eine Apparatur, die auf einem dhnlichen Prinzip
beruht; das Temperaturgefille ist jedoch wesentlich kleiner und ent-
sprechend weniger wirksam. Es wurde schlieflich empfohlen, den Dampf-
druck im Filtrierpapierstreifen durch Zusatz von Glykol, Glycerin oder
dhnlichen Stoffen herabzusetzenlt. Dieses Verfahren hat sich fir die
Untersuchung empfindlicher Proteine nicht sehr bewihrt, da diese zum

12 P, Harteck und G. Hertz, Naturwiss. 39, 206 (1952).
13 ¢, V. Holt, K. D. Voigt und K. Gaede, Biochem. Z. 823, 345 (1952).
U 7. Durrum, J. Amer. Chem. Soc. 73, 4875 (1951).
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Teil ausgeféllt oder durch die hohere Temperatur im Streifen denaturiert
werden koénnen.

Zu 4. Die einfachste Losung gelang dadurch, daf man die Puffer-
stromung und die elektrophoretische Wanderung wihrend des ganzen
Versuches gleichsinnig wirken lieB. Das war durch die Anwendung
eines ungleich breiten Streifens — etwa in der Form eines Trapezes mit
aufgesetzten Rechtecken — moglich (Abb. 5). Die Austestung der
Stromungsverhéltnisse mit den parallelen Zucker- bzw. Farbstoffstreifen
(Abb. 5) zeigte, daB diese bei richtiger Wahl der Dimensionen vom
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Abb. 6. Papier, Format, Puffer und elektrische Daten wie Abb. 5. Versuchsdauer 60 Min. (7,4 mA).

breiteren Teil des Streifens nahezu in gleicher Entfernung zum schmileren
wandern. Die quantitativen Verh#ltnisse gibt Abb. 6 wieder. Wie man
sieht, verlief wihrend der ganzen Versuchszeit die Pufferstrémung im
Arbeitsbereich praktisch mit gleicher Geschwindigkeit. Das Spannungs-
gefille war nicht mehr an allen Stellen gleich, sondern stieg gegen das
schmale Ende des Streifens zu an. Im Idealfall miifite es der Gleichung

du U2

dx T aF
(U = gesamte, am Streifen mit der Lénge o liegende Spannung,
o — Hohe des Trapezes) folgen. Auch die Resultierende zeigte einen
Anstieg. Das hatte den Vorteil, dal die schnelleren Teilchen in ein
stidrkeres Spannungsgefille gelangen, als die langsameren, wodurch die
Auftrennung rascher als in einem homogenen Feld erfolgte. Ein weiterer
Vorteil war der, dal man, da der Ausgangspunkt des Versuches normaler-
weise am breiten Ende liegt, verhidltnismifBig viel Substanz auftragen
kann. Wanderten dann die Komponenten zu schmileren Stellen, so
waren sie schon so weit aufgetrennt, daf keine Stérungen durch zu hohe
Konzentrationen mehr zu befiirchten waren. Aus dem gleichen Grunde
stérten auch Verunreinigungen durch Salze usw. weniger. Die gewihlten

81*
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Dimensionen waren von den ndheren Versuchsbedingungen (Spannungs-
gefille, Pufferkonzentration) abhingig. Im allgemeinen mufite die Ver-
jingung ziemlich kriftig sein. Man kénnte nun glauben, daf die An-
wendung eines geschlossenen Kreises im Sinne der Ringpapierchromato-
graphie besonders giinstig wire, doch war dies bei analytischen Unter-
suchungen nicht der Fall. Fir priparative Zwecke bei Verwendung von

—ty

1= e

¢ 4 g 5

Abb, 7. 1/, der nat. GroBe. I Dest. Wasser, Puifer 6. 4.; 2 Filtrierpapierstreifen (WB 28); 3 Stéirke,
4 halbkugelférmige Ausnehmungen; § Kapillaren.

kreisformigen Filtrierpapierscheiben von etwa 40 em Durchmesser mag
diese Anordnung gewisse Vorteile bieten.

Die Papierelektrophorese mit dem trapezférmigen Streifen bewidhrte
sich vor allem zur Auftrennung komplizierter Proteingemische (Enzyme
der Tabakblatter, Schlangengifte), da wihrend der kurzen Versuchsdauer
— 2 bis 3 Stdn. — die Verluste an biologischer Aktivitit kleiner waren
als bei der Papierelektrophorese bei niedrigen Spannungen. Die Wieder-
gewinnung der aufgetrennten Substanzen erfolgte durch Eluieren des
zerschnittenen Streifens!®. Eine quantitative Auswertung des angefiarbten
Diagrammes konnte durch Zerschneiden und Eluieren des Farbstoffes
nach Twurbae und Enenkel'® oder Oremer und Tiselius? erfolgen. Es ist
zwar grundsitzlich auch eine Auswertung mit lichtelektrischen Tnstru-
menten oder mit der Zylinderlingsen-Graukeil-Methode mdglich, doch
ist dazu die Verwendung eines zusitzlichen Keiles erforderlich.

is F, Sanger und H. Tuppy, Biochemic. J. 49, 463 (1915).
18 F. Turbae und H.J. Enenkel, Naturwiss. 37, 93 (1950).
17 . D. Cremer und A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 (1950}.
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Zonenelektrophorese in Starke.

Bei manchen Enzymen (z. B. Schlangengiftprotease), vor allem aber
bei huminartigen Substanzen aus Tabakblittern, gelang es trotz allen
Bemithungen nicht, Ausbeuten von mehr als 10 bis 15%, zu erhalten und
Adsorptionserscheinungen zu vermeiden. Es erwies sich also als not-
wendig, nach einem anderen Medium zur Stabilisierung des Puffers zu
suchen. Als solche bewshrte sich die schon von Kunkel und Slater1s
empfohlene Kartoffelstirke. Diese wurde jedoch nicht, wie bisher be-
schrieben, in Form dicker Blocke zur Anwendung gebracht, sondern wir
gossen sie in einer dinnen Schicht auf Glasplatten. Solche Platten
lieflen sich gut handhaben, sie konnten leicht gekiihlt werden und erlaubten
deshalb die Verwendung entsprechend hoherer Spannungsgefille (bis
etwa 50 Vjem). Die einzelnen Komponenten lokalisierte man entweder
durch Mitlaufenlassen eines Farbstoffes, der eine Komponente anfiarbt,
oder nach der Beendigung des Versuches durch Abklatschen mit einem
feuchten Filtrierpapier und Anfirben desselben. Die Eluierung erfolgte
durch Absaugen, Zentrifugieren oder langsames Durchsaugen des Losungs-
mittels. Abb. 7 zeigt eine Anordnung fiir letztere Moglichkeit. Mit diesem
Verfahren konnten wir!® — wie an anderer Stelle ausfithrlich berichtet
werden wird — Ausbeuten bis zu etwa 709, der biologischen Aktivitat
erhalten.

Experimenteller Teil.

Bestimmung des Spannungsgefdlles: Mit Pt-Spitzen oder kleinen Strom-
schliisseln und rev. Elektroden (Ag/AgCl) griff man Abstinde von 2cm
ab und bestimmte mit ausreichender Genauigkeit die Spannungsdifferenz
mit einem hochohmigen Voltmeter.

Bestimmung der Strémungsgeschwindighkeit: Auf gleichmifBig 4 cm breiten
bzw. trapezférmigen (MaBle wie Abb. 5) Filtrierpapierstreifen S8 2043 b
glatt zeichnete man alle 2 ecm Bleistiftstriche normal zur Lingsrichtung.
Dann zog man sie durch eine Pufferlosung und spannte sie in eine feuchte
Kammer aus Plexiglas (4 X 15 x 20 cm). Nach 10 Min. brachte man auf
die Bleistiftzeichen Striche mit Bromphenolblaulésung auf und legte eine
Wechselspannung von etwa 300 Vg an. Wollte man nun die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit nach 30 Min. messen, so bestimmte man die
Lage der Farbstriche nach 25 und 35 Min. mit Hilfe eines Diopters und er-
rechnete aus der Differenz die gewinschte Gréfle. Bei der Verwendung von
Gleichstrom und Glukose als Markierung benétigte man 2 unter identischen
Bedingungen laufende Streifen. Diese wurden dann zu den entsprechenden
Zeitpunkten herausgenommen, mit Anilinphthalat entwickelt und aus-
gemessen. Durch Vergleich mit den bei Wechselspannung erhaltenen Ergeb-
nissen lieB sich der Einflul der Elektroosmose gbschitzen. Sie bewirkte
im vorliegenden Fall eine Verschiebung der Streifen von etwa 1 cm/Std.
zur Kathode.

18 —H.VG“. Kunkel und R.J. Slater, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 8¢, 42
(1952).
8 H. Michl, Naturwiss. 41, 403 (1954); Mh. Chem. 85, 1240 (1954).
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Erzeugung der (leichstromimpulse®: Rechteckimpulse von 200 bis 400 Hz,
Tastverhéltnissen von 1:8 bei Amplituden bis 200 V/em erzeugte man
mittels rotierender Zerhacker. Hohere Frequenzen (20000 bis 100000 Hz)
bei Tastverhdltnissen von 1:1 bis 1: 20 und Spannungsspitzen bis 250 V/em
erreichte man durch eine Kippschaltung, wobei der Streifen als Begrenzer
des Thyratrons diente (Abb. 8).

Die Versuchsanordnungen von 2 bis 3¢ gehen aus den Abbildungen
hervor. Das Spannungsgefiille iberschritt nicht 20 V/em bei einer Streifen-

lange von 20 cm.
M=

J_ Elektrophorese in Stdrkeplattend:

1 Teil Kartoffelstirke (fir 100 cm?®
etwa 20 g) wurde mit 2 Teilen Puffer
aufgeschlemmt, 30 Min. stehen ge-
lassen und' dekantiert. Nach {{iinf-
maligem Dekantieren goB man die
zdhflilssige Masse (Benetzungsgrad
70 bis 809%,) auf eine nivellierte,
diinne Glasplatte. Diese trocknete
man dann bei 50°, bis kein Puffer
mehr ibersteht (Benetzungsgrad
55 bis 659%), was etwa 10Min. beanspruchte. Die so préparierte Platte
legte man auf die Kihlfliche der FElektrophoreseapparatur (wasser-
gekiihlter Metallblock® mit einer diinnen Glasplatte zur Isolierung o. &. —
Kiihleinrichtungen aus Kunststoff sind nicht geeignet) und brachte die
Substanz mit einer Kapillare in Form eines Striches normal zur Léings-
richtung auf. Der Stromanschluff zu den Puffergefdfien erfolgte durch
mehrfach zusammengelegte, mit Puffer getrinkte Filtrierpapierstreifen.
Die PuffergefifBe waren ihrerseits durch Stromschliissel mit den reversibel
arbeitenden Elektroden verbunden. Die angelegte Spannung lag bei 20 bis
50 V/em. Nach Beendigung des Versuches lokalisierte man die Substanzen
durch Abklatschen und hob an den so ermittelten Stellen die Stérke mit
einer Spatel ab. Zur Eluierung brachte man sie in die Rinnen der in Abb. 7
gezeigten Anordnung. Es wurde hierbei Wasser, Puffer o. 4. durch cinen
Streifen aus weichem TFiltrierpapier (WB 28) auf die Stérke gebracht und
dieses durch eine Zunge aus dem gleichen Papier in die Kapillare gesaugt.

Abb. 8.

Dieser Arbeit kam eine Zuwendung der Austria Tabakwerke A. G.
sowie der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften zugute, wofir
an dieser Stelle gedankt sei.



