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D I S P O S I T I F  D' I~LECTROPHOR1);SE SUR P A P I E R  

par 

G. BISERTE 
Institut de Recherches sur le Cancer et Laboratoire de Chimie Biologique de la 

Faeult~ de Mddeeine, Lille (France) 

Les diff6rences entre les vitesses de migration dans un champ 61ectrique sont cou- 
ramment utilis6es pour s6parer des substances difficiles ~t purifier par d'autres m6thodes 
physiques ou chimiques. On donne g6n6ralement le nora d ' ionophor~se  ~ la migration 
d'ions relativement petits, tandis que le terme d'~lectrophor~se est r~serv6 aux mol6cules 
de gra'nde taille et aux particules microscopiques (MARTIN ET SYNGE1). 

De nombreuses techniques ont 6t6 propos6es et SVENSSON $ distingue d'une fagon 
g6n6rale les appareils ~ compartiments et les dispositifs ~t fronti~res mouvantes. Dans 
le premier type d'appareils, la nature des membranes qui s6parent les compartiments 
joue un r61e primordial et l 'une des difficult6s consiste dans le choix de ces membranes 
ou des cloisons poreuses qui en tiennent lieu; de plus, il est souvent malais6 de maintenir 
le p~ constant dans l'ensemble de l'appareil. Dans la technique des fronti~res mouvantes, 
la stabilisation des fronti~res peut ~tre r~alis6e par la pesantenr (61ectrophor~se type 
"TISELIUS"). L'avantage de ce proc6d6 est de permettre le rep~rage optique et l'iden- 
tification des constituants d 'un m61ange complexe, - -  de plusieurs protfiines, par 
exemple - - ;  mais la s6paration des substances reste imparfaite. Cela tient tout d 'abord 
au principe m6me de la m6thode: on ne peut, en effet, isoler en une seule op6ration que 
les fractions migrant le plus rapidement et le plus lentement dans le champ 61ectrique 
(par exemple, les albumines et les globulines y dans le s6rum sanguin), car, dans la 
r6gion moyenne, les fractions chevauchent plus ou moins les unes sur les autres. D'autre 
part, la superposition de zones de concentrations diff6rentes favorise la diffusion et les 
corps de mobilit6s voisines sont obtenus tr~s difficilement ~ l '6tat pur. 

Aussi la stabilisation des fronti~res par des substances pulv6rulentes ou par des 
gels a-t-elle 6t6 pr6conis6e pour les essais de s6paration; il est 6vident qu'on sacrifie 
alors les avantages consid6rables du rep&age optique. COOLIDGE a emploie des tubes 
remplis de poudre de verre; mais ceux-ci ont l'inconv6nient de pr6senter une grande 
r6sistance au passage du courant. CONSDEN, GORDON ET MARTIN ~t s6parent les amino- 
acides sur un gel de silice ajust6 ~ un PH d6termin6 et coul6 sur une plaque de verre de 
fa~on k lui donner la forme d'un para/1616pip~de de faible hauteur;  les compartilnents 
~t 61ectrodes, plac6s aux deux extr6mit6s du gel, sont continuellement irrigu6s par une 
solution-tampon qui enl~ve les produits acides ou basiques form6s au contact des 61ec- 
trodes et qui maintient intacte la composition ionique du gel. Cette m6thode permet de 
s6parer des quantit6s de substance de l'ordre de une k deux millimol6cules. Cependant, 
une complication importante provient du fait que le d6placement observ6 est en r6alit6 
la r6sultante de l'action du champ 61ectrique et de l'61ectroosmose. De plus, la r6cup& 
ration des produits s6par6s est incomplete par suite de leur adsorption irr6versible sur 
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le gel de silice. HALL 5 a modifi6 16g~rement le dispositif de CONSDEN, il {ecueille notam- 
m e l t  le tampon qui irrigue les compartiments k 61ectrodes, afin d 'y  r6cup6rer les sub- 
stances (amino-acides) qui auraient pu quitter le gel. BUTLER ET STEPHEN e ont recours 
k un autre proc6d6 de stabilisation. Leur appareil d'61ectrophor~se s6parative est un 
tube en mati~re plastique de I m~tre de longueur, rempli avec de la fibre d 'amiante,  
du coton, ou de la laine de verre, et compartiment6 par  des rondelles de papier-filtre. 
Ce dispositif a pennis de r6aliser des s6parations de peptides et de prot6ines. 

Nous t rouvant  nous-m~me devant  le probl~me de l 'isolement des polypeptides 
r6sultant de l 'hydrolyse pepsique des prot6ines*, nous avons 6t6 amen6 k modifier la 
technique de CONSDEN en utilisant tout simplement le papier-filtre comme agent de 
stabilisation des fronti~res.** 

La s6paration s'effectue sur des bandes rectangulaires de papier-filtre*** qui 
remplacent le gel de silice. Le papier a l 'avantage de ne pas adsorber irr6versiblement 
les polypeptides; il permet, en outre, l 'utilisation d'une 6chelle de PH tr~s souple et tr~s 
6tendue. Enfin, le mode op6ratoire est net tement  simplifi6. On ~.vite tout  d 'abord la 
pr6paration du gel, toujours d61icate; ensuite la localisation des substances se fait 
facilement et directement sur une bande de papier t6moin, k l 'aide de r6actions appro~ 
pri~es. 

DESCRIPTION DU DISPOSITIF 

L'apparei l  est inspir6 de celui de CONSDEN4: il est enti~rement construit en plaques 
de verre de 5 m m  d'6paisseur (Fig. I);  l'6tanch6it6 des diff~rents compartiments est 
assur~e uniquement par  de la vaseline. L'6coulement de l 'eau de refroidissement (a) et 
des solutions-tampons des compartiments (bet  c) se fait s~par~ment et directement dans 
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* Rappelons que l '6tude 61ectrophor6fique de ces polypopUdes (BouLA~OE~ ~T BZSER~B ~) 
permet  de les c laver  en trois groupes 61ec~ochimiquement diff6rentz, que nous avons appel~s respec- 
tivement "neutre", "acide" et "basique'. 

** Notre m6moire 6tait ~ l'impression quand nous avons eu connaissance de deux articles de 
WIELAND EX FISCHER (Natu~wiss., 35 (1948) 29. - -  Angew. Chem., 6o A (i948) 313, oll se trouve 
d~rite une technique comportant certains points communs avec celle que nous proposons. En fait, 
elle consiste ~ remplacer par le courant 61ectrique l'action de la phase organique mobile dans la 
chromatographie sur papier, et le mode op6ratoire conserve les avantages et les limitations de cette 
derni&re m6thode. Notre proc6d~ se rattache au contraire directement ~ l'61ectrophor~se sur gel de 
silice de Consden et coll. ; il poursuit le m~me but, avant tout "pr6paratif', et vise, en r6alisant un 
fractionnement de base, ~ simplifier l'analyse ult~rieure,--par d'autres moyens,--de m61anges 
polypeptidiques complexes .  Cf. aussi  HAUGAARD ET KRONER. J. Am. Chem. Sot., 7 ° (i948) 2x35~ 

Le papler Whatman no. x, pr6conis6 pour la chromatographie de partage, nous a donn6 
enti~re satisfaction. 
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une goutti~re i)lac~e lat6ralement le long de l'appareil. Deux plaques de verre I et 2 
servent ~ sur61ever le plan des bandes de papier par rapport au niveau du liquide 
contenu dans les compartiments ~ 61ectrodes. La plaque inf6rieure 2 est plus 6troite 
ce qui cr6e une goutti~re r6unissant les deux compartiments k 61ectrodes off les liquides 
restent ainsi constamment au mSme niveau. L'horizontalit6 de l'ensemble est d'ailleurs 
tr~s soigneusement v6rifi6e. Les solutions-tampons (tampon phosphate M/I5 ou acdtate 
M/5i sent amen6es par les ajutages d et d" et le d~bit est r6g16 k une goutte par seconde. 
L'anode est en charbon et la cathode en cuivre. 

La source de courant est constitu6e par un redresseur muni d'un filtre, qui peut 
d6biter un courant continu variant de IOO ~ 400 volts. Un voltm~tre et un milliamp~re- 
m~tre permettent  de pr6ciser k chaque instant les conditions exp6rimentales. 

MARCHE DE L'EXPI~RIMENTATION 

Nous proc6dons de deux fa~ons diff6rentes. 
A. Premiere variante (pour les exp6riences de courte dur6e). La plaque No. I e s t  

recouverte d'une couche mince et uniforme de paraffine*. On pr6pare une ou plusieurs 
bandes de papier de longueur 6gale ~ celle de la plaque I e t  de largeur variable (2 k IO cm) 
suivant les modalit6s exp6rimentales. Au milieu de chaque bande, on d~coupe une 
bandelette de 6 ~ 7 mm de largeur (Fig. I). On dissout les produits ~ s6parer dans le 
tampon de PH voulu et on impr~gne la bandelette de cette solution. Lorsque la solubilit~ 
des substances est faible, on se sert d'un tampon plus dilu6 et on humecte la bandelette 

plusieurs reprises en at tendant  chaque fois que  la plus grande pattie de l'eau soit 
~vapor~e (cette op6ration peut se faire dans une 6tuve). Les bandes de papier sent 
imbib6es de solution-tampon et d6pos6es sur la plaque de verre paraffin6e, en 6vitant 
la formation de bulles d'air et de plis. Les bandelettes sent alors raises en place ~ l'en- 
droit pr6cis off elles avaient 6t~ d6coup6es. 

Des ponts de papier assurent, aux deux extr6mit6s, le contact avec les comparti- 
ments k ~lectrodes. Enfin, une plaque de verre est plac6e au-dessus des bandes de papier, 
k une distance de 4 mm. La circulation du tampon et de l'eau de refroidissement est mise 
en route et soigneusement r6gl6e, et l 'on fait alors passer le courant. 

Lorsque l'op6ration est termin6e**, les bandes de papier sent retirees et d6pos6es 
sur une plaque de verre chaude et imm6diatement s6ch6es ~ l'6tuve ~ IOO °. 

Sur une des bandes ou sur une fraction de bande, on peut alors effectuer directement 
les r~actions sp6cifiques appropri6es (ninhydrine***, - -  biuret avec la liqueur de FEH- 
LING, - -  PAULY,  etc). 

B. Deuxi~me variante (~ utiliser de pr6f~rence pour les exp6riences de longue 
dur~e). La plaque I est recouverte d'une couche de paraffine de I mm et les bandes de 
papier sent pr6par6es comme pr6c~demment. Lorsqu'elles sent en place, on coule direc- 

* U n e  so lu t ion  de paraffine dans  le xylo l  es t  versde sur la p laque  so igneusement  d6graiss6e e t  
s6ch6e; l ' 6vapora t ion  du  so l van t  laisse une  couche  de parafline tr~s mince  et  r6guli~re. 

** P o u r  su ivre  la m a r c h e  de l '61ectrophor~se, on p e u t  p lacer  A c5t6 de la bande de pap ie r  p r in -  
cipale, une  ou deux  bandes  plus 6troites que l 'on  re t i re  en cours  d'exp6rience et  que l ' on  r6v61e i m m 6 -  
d i a t emen t .  D ' a u t r e  par t ,  q u a n d  on a affaire A des substances  fluorescentes,  on peut  o l~rer  en chambre  
noire, sous  le contrSle d ' u n e  l a m p e  ~ v a p e u r  de mercure munie  d'un verre de WooD.  

*** L o r s q u ' o n  effectue la r6act ion ~ la ninhydrine  sur des  bandes  de papier impr6gn6es  de solu-  
t i o n s - t a m p o n s  d e n t  le PH es t  sup6r ieur  ~ 7, il es t  r e c o m m a n d 6  soi t  d 'u t i l i ser  de la ninhydrine  acide 
(CoNSDE~I), soi t  d ' a t t e n d r e  io  A 12 heures  avant  de proc6der A la local isa t ion d6fini t ive des  diff6- 
r en tes  zones.  
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tement sur elles de la paraffine sous une 6paisseur d'environ 2 mm. Cette precaution 
est destin6e ~ 6viter l 'dvaporation et les appels d'eau qui auraient tendance k se produire 
des compartiments k 6lectrodes vers le milieu des bandes de papier; ces courants liqui- 
diens peuvent en effet contrecarrer la migration due k l'action du champ ~lectrique. A 
la fin de r61ectrophor~se, la paraffine s'enl~ve tr~s facilement et on poursuit l'op~ration 
comme il est indiqu6 plus hant. 

R~SULTATS EXP]~RIMENTAUX 

Nous pr~sentons quelques exemples de r~sultats expdrimentaux obtenus au moyen 
de la technique que nous proposons. 

1. Fractionnement de base d'un maange d'amino-acides 

La solution ~ analyser contient 2 mg de chacun des amino-acides suivants: acide 
aspartique, acide glutamique, gly- 
cocoUe, thr6onine, alanine, pro- 
line, histidine, arginine. On a 
recours k la deuxi~me variante 
de la m~thode. Les compar timents 

~lectrodes sont perfus~s avec un 
tampon phosphate M/I 5 de PH 7.2. 

Zon~ 

I 

f 2 3 4 5 

Fig. 2 

L'~lectrophor~se est poursuivie pendant 3 heures (360 volts - -  4 ° milliamperes*) sur 
deux bandes de papier de 8 cm de largeur. 

Apr~s r6v~lation ~ la ninhydrine d'une fraction de 
bande, on constate la disposition suivante (Fig. 2): 

a. une zone anodique (ninhydrine +++) de 4 cm de large, 
qui a migrd de 7.5 c m v e r s  ranode** : zone 5; 

b. entre cette zone anodique et le point de d~part (ban- 
delette), une zone 4 off la r~action k la ninhydrine est moins 
fortement positive; 

c. les bandelettes o/t il n 'y  a plus qu'une r~action tr~s 
faible: zone 3; 

d. une zone cathodique de 4 cm de large oh la r~action 
la ninhydrine est orang~e et qui a migr~ de 2.5 cm vers 

la cathode: zone ~; 
e. une zone cathodique de 5 cm qui a migr~ de 8. 5 cm: 

zone z. 
D'apr~s ces indications, le reste des bandes est d~coupd 

et les acides amines sont ~lu~s suivant la m~thode de DEN~. 
Une fraction des dluats est soumise k la chromatographie de 
partage sur papier (CoNsDEN et coll. 9) ; solvant: phenol (NH s 
3%)- L'aspect du chromatogramme (Fig. 3) r~v~le que les 
zones 5 et 4 contiennent uniquement les acides aspartique 

* Avant la mise en place des papiers, il passe un courant de 20 
milliamperes dans la goutti~re r~unissant les deux compartiments 
61ectrodes. 

....... ** Le ddplacement des zones est mesur6 ~ partir de leur milieu 
(CONSDRN4). Fig. 3 
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et glutamique, - -  que la zone 3 ne renferme plus que des traces d'acides dicarboxy- 
liques, - -  que la zone 2 groupe les amino-acides suivants: glycocolle (P~i : 0.I), thr6onine 
(PHi : 6 . I ) ;  alanine (PHi : 6 . I )  ; proline (PIti : 6-4) ; histidine (PHi : 7.6); qu'il y a dans la 
zone z de l'arginine (PHi: 10.8) avec des traces d'histidine et de glycocolle. 

En laissant l'61ectrophor~se se prolonger pendant six heures et en opdrant ;~ PI: 
7.0, il est possible de s6parer une zone cathodique qui comprend l'arginine, la lysine et 
l'histidine; dans la zone anodique, on rep~re 6galement une fraction, --- la plus proche 
de l'anode - - ,  qui donne une r6action bleut6e avec la ninhydrine et qui, en chromato- 
graphie de partage, se r6vSle 6tre compos4e presque uniquement d'acide aspartique. 

2. S@aration de l'acide glutamique et de l'acide aspartique 

En opgrant avec du tampon ac4tate M/Io de PH 3 .0 pendant 9 heures, sous 400 
volts, on peut fractionner un m61ange de 3 mg d'acide aspartique et d'acide glutamique. 
En effet, apr~s r~v61ation & la ninhydrine, on observe: 

a. une zone anodique de 7 cm de large qui a migr4 de 5.5 cm et qui, v6rifi6e par 
chromatographie, ne contient que de l'acide aspartique; 

b. une zone cathodique de 5 cm de large qui a migr6 de 2.3 cm vers la cathode, et 
qui est uniquement constituge par de l'acide glutamique. 

3. S@aration de la leucylglycine et de la glycine 

5 mg de leucylglycine et de glycine sont soumis ~ l'61ectrophor~se pendant 6 heures, 
sous 400 volts, en tampon pyrophosphate M/3o de Pn 9.5- Apr~s r6v61ation, deux zones 
anodiques apparaissent : l 'une de 7 cm de large, qui a migr6 de lO.5 c m e t  qui contient 
la leucyl-glycine, - -  l 'autre, qui a 4.5 cm de large et qui a migr6 de 2 cmvers  l'anode* : 
elle donne une r6action rougefttre ~ la ninhydrine et la chromatographie montre qu'elle 
est form~e exclusivement de glycocolle. 

On voit par ces exp6riences-types que notre dispositif d'61ectrophor~se sur papier 
donne des r6sultats en tous points comparables ~ ceux de CONSDEN 4. La simplicit6 de 
sa mise en ceuvre lui conf6re un avantage certain et nous pensons qu'il est susceptible 
de rendre de multiples services, en particulier dans l'6tude des produits d'hydrolyse 
des prot6ines. 

R~SUM#. 

L'au teur  d4crit un dispositif de s~paration 61ectrophor6tique des amino-acides et des polypep- 
tides ut i l isant  le papier-filtre comme agent  de stabilisation des fronti6res; l 'appareil  est facile 
construire et  la m6thode, tr~s simple, pr6sente de s6rieux avantages, no tamment  pour  la r6cup6ration 
des diff6rentes fractions. Des exemples de fract ionnement de m61anges-types d'amino-acides sont 
donn4s. 

SUMMARY 

The author  describes a procedure for the  separation of aminoacids and peptides by electrophoresis 
with  filter-paper as stabilizing agent;  the apparatus  can be bui l t  very easily and the method is very 
simple and advantageous, part icularly for the recovery of the different fractions. Examples are given 
of the fracLionation of s tandard-mixtures  of amino-acids. 

* Lorsqu'on utilise la premi6re var iante  de la m4thode, il peut  arriver que les contre-courants  
dus  & l '$vaporation en t ravent  la migrat ion anodique du glycocoUe et l ' en t ra tnent  m4me de quelques 
centim~tres vers la cathode;  ce fair ne pr6sente pas d ' inconv6nients dans le cas pr6sent. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Der Verfasser beschreibt  eine Arbeitsweise zur elektrophoretischen Trennung ,con AminosAuren 
und Polypeptiden wobei Fil terpapier  als Stabilisator benutzt  wird. Die Appara tur  is einfach aufzu- 
bauen und die Methode weist bedeutende Vorziige auf, insbesondere was die Wiedergewinnung der 
einzelnen Frakt ionen betrifft. Als Beispiel wird die Frakt ionnierung einiger Standardmischungen 
yon Aminos~Luren beschrieben. 
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