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246. Zur Technik und Anwendung der Papier-Ionophorese 
von Rolf Weber. 

(15. VIII. 51.) 

A. Einleitung. 

I m  Verlauf von Untersuchungen, bei denen sich verfeinerte Nach- 
weismethoden von Aminen in Korperflussigkeiten als notwendig er- 
wiesen haben, bauten wir die von Wielalzdl) beschriebene Ionophorese 
auf Filtrierpapier in einigen Details weiter aus. WieZand beschreibt 
eine Anordnung, bei welcher der mit Puffer getriinkte Streifen frei 
zwischen zwei Stegen in der feuchten Kammer ausgespannt wird; die 
Enden des Papierstreifens tauchen in das stromfuhrende Puffergefass 
ein. Nun ist aber Filterpapier, das frei in eine Flussigkoit eintaucht, 
nach Einstellung des kapillaren Gleichgewichts derart nass, dass xich 
beim Auftragen kleiner Mengen der zu prufenden Losungen die Sub- 
stanzbegrenzung alsbald durch unubersichtliche hydromechanische 
und kapillare Effekte ausbreitet. Nach erfolgter Wanderung im elek- 
trischen Feld und Sichtbarmachung der Aminosubstanzen mit Nin- 
hydrin sind jedenfalls diejenigen Flecken, welche allerkleinste Sub- 
stanzmengen enthalten, bedeutend mehr verwaschen als auf Grund 
der Verbreiterung durch reine Diffusion zu erwarten ware. Wenn es 
auf den Naehweis sehr kleiner Substanzmengen und die Ausniitzung 
geringfugiger Unterschiede in der Wanderungsgeschwindigkeit an- 
kommt, ist es nutzlich, die erwahnten Verluste an Begrenzungsscharfe 
auf ein Mindestmass herabzusetzen. 

Wir haben eine Verbesserung in dieser Beziehung erzielt durch 
Verwendung eines auf Glas aufliegenden, nur m5issig rnit Puffer be- 
feuchteten Papierstreifens als TrBger und einer Anordnung, die das 
Auftreten von Flussigkeitsstromungen als Folge von , ,Gradienten des 
Benetzungsgrades" weitgehend vermeidet. 

Die Figuren l a ,  l b  und l c  illustrieren den Unterschied der Trennbilder eines Ge- 
misches von Glykokoll (I), Mezcalin (2), Phenylathylamin (3), Histamin (4), Cadaverin (5), 
Dimethylamin (6) und Monomethylamin (7) einerseits mit der Trennkammer nach W i e -  
land (jetzt im Handel als ,,Elphor", Bender & Hobein, Miinchen), andererseits mit unserer 
Technik. Fig. la zeigt die Auftrennung des Gemisches nach unserer Technik in einer Zeit 
von 100' und mit einer Feldstiirke von 7,5 Vcm-l. Die Ninhydrinanftirbung der getrennten 
Flecken ist auch in der photographischen Reproduktion gut erkennbar. Fig. lb zeigt eine 
Trennung im ,,Elphor"-Gerat bei Anlegung der iiblichen Spannung von 110 Volt und einer 
Trenndauer von 140 Wn. Bei vergleichbaren Wanderungswegen sind die Flecken so diffus, 
dass eine Wiedergabe nur nach Anzeichnung der Begrenxungen durch Bleistiftlinien mog- 

1) Th. Wieland & E. Fischer, Naturwiss. 35,29 (1948). Betr. Anwendung vgl. A. 564, 
152 (1949). 
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lich war. Fig. l c  gibt ebenfalls cine Trennung im ,,Elphor" wieder, jedoch ausgefiihrt mit 
200 Volt in 90 Min. Die Flecken sind zwar weniger diffus als in Fig. l b ,  doch erfolgte die 
Treninung nicht so scharf wie in Fig. la. Eine Beschreibung unserer Modifikation vorgiingig 
der Mitteilung einiger Ergebnisse scheint uns deshalb gerechtfertigtl). 

c) 
Fig. 1. 

Trennung eines Gemisches einiger Aminoverbindungen nach verschiedenen Tcchniken. 
1 : Glykokoll, 2: Mezcalin, 3: Phenylathylamin, 4: Histamin, 5: Cadaverin. 6: Dimethyl- 

amin, 7 : Monomethylamin. 
a) Unsere  Anordnung:  Citratpuffer p H  3,8; Versuchsdauer 100 Min.; Stromstbrke 3,O 
bis 3,3 mA bei 9 cm Streifenbreite; Spannung 1300 V bei ca. 150 cm totaler Liinge des 

Streifens; Feld im Arbeitsgebiet 7,5 Vcm-l. - J e  1 mm3 Losung aufgetragen. 

Verdiinnungen (in Grammatomen Stickstoff pro Liter) : 

Subst. 1 bis 5 . ljl00 1/200 1/500 ljl000 1 Subst. 6 u. 7 .  . I 1/20 1 1/40 1 ljl00 1 lj200 1 
1 bis 5 im Original noch bei D deutlich sichtbar, Nachweisgrenze also loLs Mol Amin- 

stickstoff. 
b) , , E l p h o r " - K a m m e r  m i t  d e r  i ibl ichen B e t r i e b s s p a n n u n g :  Citrat, pH 3,8; 140'; 
1,3mA auf jedem der 4cm breiten Streifen; 11OV langs der 28 em langen Streifen. 

A 1/100 normal; B 1/500 normal: noch sichtbar, aber sehr diffus. 
c) , ,E lphor  '' m i t  e r h o h t e r  S p a n n u n g :  pH 3,8; 90'; 2,4 mA je 4 cm Breite; 200 V 
l h g s  28 cm. Verdiinnungen wie in Fig. l a :  Substanz 1-5 noch bei C (2.10-s Mol N) 

sichtbar. 

l) Eine Ausfiihrungsform mit aufliegendem Streifen wurde inzwischen in der Litera- 
tur erwiihnt: K. A .  Kraus, Am. SOC. 72, 4328 (1950). 
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B. Einzelheiten unserer Technik. 
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Wahrend der Benetzungsgrad des Papierstreifens in der Elphorlrammer etwa 210% 
(Fliissigkeitsgewicht per Papiergewicht) betrhgt, arbeiten wir zur Erzielung scharfer 
Trennbilder mit einem solchen von 150%. Ein derartig schwach benetzter Streifen wiirde, 
wenn das Ende frei in wa3serige Fliissigkeit eintaucht, binnen kurzem Puffer aufsaugen. 
Durch eine geeignete Diapbragmenanordnung lasst sich jedoch der Kapillarstrom weit- 
gehend unterdriicken. Wir haben zudem die Gesamtlange der schwach feuchten Papier- 
bahn sehr gross gewahlt (150 cm), verwenden aber nur das mittlere Drittel dieser Strecke 
zur Ausfiihrung von Trennungen. Zur Erzeugung der notigen Feldstarke (7-12 Vcm-1) 
sind natiirlich an die Enden entsprechend hohe Spannungen (1000-1500 Volt) anzulegen. 
Die praktische Anordnung ist in Fig. 2a und 2b dargestellt. 
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Fig. 2b. 
Einzelheiten der Elektrodendiaphragmen und der Papierauflage. 

1 : Kohleelektroden, 2 : Glasrohr, 3 : Gipsverschluss, 4: Pufferlosung, 5 : Petrischalen, 
6 : Cellophanschlauch, 7 : FiIterpapierstreifen im Lumen des Cellophanschlauches, 8: Ton- 
plattchen, 9: untere Glasplatte, 10: obere Glasplatte, 11 : aussere Drittel der Papierbahn, 
12 : Uberlappungsstelle, 13 : Objekttrlger, 14: inneres Drittel des Papiers (Arbeitsbereich), 

15: Kohlestab zum Feldausgleich. 
128 
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lignes appartenant B 3 solides de saturation representent les solutions 
saturees de 3 phases solides. I1 y a, dans ce diagramme, 4 ((lignes & 
3 phases solidesn: 

3-8 saturation en A+ B+ C 
7-8 saturation en A + B + D  

5-8 saturation en A + C + D  
9-8 saturation en B + C + D  

Conformement la regle des phases 
n +  2 -  q~ = 8 ,  

il n’existe, a temperature donnbe, qu’une seule solution qui soit 
simultanement saturee en A, B, C et D. Le point 8 de la fig. 4 oh les 
4 solides de saturation se rencontrent represente cette ((solution b 4 
phases solides D. C’est un ((point invariant de l’isotherme u. 

Retenons que, dans le diagramme de solzcbilite’ du systeme qui- 
naire, chaque point, qu’il soit situe 8 l’interieur ou B la surface d’un 
solide de saturation, reprdsente une solution saturee seule. I1 est le 
point figuratif uniquement de la phase liquide saturee d ’ u e  ou de 
plusieurs phases solides. Les melanges hkterogknes (solution saturee + 
phases solides) n’ont pas de points figuratifs dans ce diagramme de 
solubilit6, dans lequel la cote du solvant fait partie intkgrante des 
coordonnees quoiqu’elle ne soit pas representbe par une longueur dans 
le diagramme tridimensionnel. Les solutions non saturkes n’ont pas 
non plus de points figuratifs dans le diagramme. Par exemple, le 
point 1 de la fig. 4 reprksente la solution saturee de la substance A 
en l’absence de B, C et D. 

I1 arrive qu’on utilise le tetrakdre (fig. 2) ou la pyramide (fig. 1) 
pour representer des melanges de A -t B -t C + D sans tenir compte 
de la quantite de solvant S qui les accompagne (((diagramme de md- 
lange))). Dans ce cas, les points figuratifs ne possedent pas de cote. 
Un point P dans ce diagramme de me’lange peut alors representer tout 
aussi bien un certain melange A + B + C -k D a 1’6tat solide ou une 
solution saturee ou non saturee de ces 4 corps ou encore une solution 
saturbe melangee avec 1, 2, 3 ou 4 phases solides. Le point 1 de la, 
fig. 4 peut done representer dans le diagramme de mdlange 

1. la substance A i, 1’8tat solide, 
2. une solution saturde de la substance A en absence de B, C et D, 
3. une solution non saturee de la substance A en absence de B, 

C et D, 
4. un melange de la substance A solide avec une quantitk quel- 

conque de solution saturee en A (en absence de B, C et D). 
Pour certaines ope’rations ( p .  ex. la construction des trajectoires de 

cristallisation) om superpose ces deux diagrammes - le ((diagramme de 
solubilite’~~ avec la cote de  solvamt et le ((diagramme de me’lange)) sans cote 
de solvant - et l’on utilise alternativemeat Pun ou l’autre. 
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Grund von Ionophoreseversuchen direkt Ionenbeweglichkeiten zu mes- 
sen versucht, ist jedenfalls der Betrag der Elektroendosmose von der 
gemessenen kationischen Wanderung zu subtrahieren. Es fiillt aber 
auf, dass diese Eigenwanderung der Neutralkorper von Versuch zu 
Versuch recht erheblich schwankt. 

Wir haben diese Schwankungen folgendermassen zahlenmiissig 
festgehalten : 

Bei unsern Ionophoreseversuchen, welche bei Anlass der Priifung von aus Korper- 
fliissiglreiten gewonnenen Fraktionen ausgefiihrt wurden - alle mit dem gleichen Papier 
und dem gleichen Puffer -, hatten wir jeweils als ,,Randmarken" ein Gemisch von Gly- 
kokoll, Mezcalin und Cadaverin bei der Trennung mitlaufen lassen. An Hand dieser Rand- 
marken haben wir folgende Strecken gemessen (Fig. 3) : Cadaverin-Glykokoll (c), Mez- 
calin-Glykokoll (m) und Glykokoll-Auftragungsort (g). Die Abschatzung der Flecken- 
mittelpunkte ist auf 1 bis 2 mm genau ohne Willkiir moglich. Der Quotient m/c = A be- 
triigt im Mittel von 95 Messungen 0,370 f 0,020 (mittlerer Fehler der Einzelmessung, d.h. 
Wurzel des Mittels aller Fehlerquadrate); der Quotient g/c = B betragt 0,214 0,110. 

C 

rn - 9  - 
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Fig. 3. 

Der immerhin betrachtliehe Unterschied der Streuung der beiden Quotienten ist einfach 
zu erklaren. Wenn wir von der bei pH 3,8 noch kleinen Abweichung des Glykokolls vom 
isoelektrischen Verhalten absehen (seine Wanderung betragt ca. 1/30 des ,,Cadaverinweges"), 
konnen wir den Ort des Glykokolls als Ausgangspunkt der rein kationischen Wanderung 
der beiden Basen Mezcalin und Cadaverin betrachten, A also als Wanderungswert des Mez- 
calins, wenn wir denjenigen des Cadaverins willkiirlich als Einheit setzen. B. stellt dann, 
im gleichen Mass ausgedriickt, praktisch den Bctrag der Fliissigkeitsverschiebung dar. 
Ware nun B reine Ebktroendosmose, so wiirde die grosse Streuung der Einzelwerte von 
B im Verhaltnis zu derjenigen von A schwer zu erklaren sein, da in allen Versuchen Papier- 
sorte und Puffer gleich waren, also auch das die Endosmose bewirkende Potential konstant 
bleiben sollte. Naheliegend ist dagegen die Annahme, dass die additive Verschiebung des 
ganzen Systems neben der Elektroendosmose anf dem ganz trivialen Einfluss kapiIIarer 
Fliissigkeitsbewegungen beruht, die ihren Ursprung in zufalligen Asymmetrien der Be- 
netzung des Streifens haben. Das kann man durch einen einfachen Versuch belegen, indem 
man ein Gemisch von Aminen wie iiblich auf den Streifen auftragt, aber die Elektroden 
mit Wechselstrom versorgt, um ahnliche Verhaltnisse bezgl. der Joule'schen Wiirme, jedoch 
ohne elektrische Asymmetrie zu bekommen. Bei solchen Versuchen zeigte sich, dass sich 
als Folge einer kleinen Mehrbenetzung des rechten oder linken ausseren Drittels der Papier- 
bahn der an sich ziemlich kompakt, bleibende Aminfleck binnen einer Stunde um mehrerc 
cm vom Auftragungsort entfernen kann. Die Verschiebungen, die hei moglichst gleich- 
massiger Benetzung iibrigbleiben, entsprechen in ihren Betragen ungefahr den Schwan- 
kungen der ,,Elektroendosmose" um ihren Mittelwert. 

2 .  Dars te l lung  einiger  Wanderungswerte .  
Die direkt beobachteten Wanderungswerte einer Anzahl basischer 

Substanzen in einem Citratpuffer von pH 3,8 und teilweise in Phos- 
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phatpuffer voii pH 7 (basische Aminosauren) sind in Pig. 4 graphisch 
zusatmniengestellt. Als Vergleichsmahtab sind die der Wanderungs- 
strecke entsprechenden Werte der scheinbaren Iohenbeweglichkeitenl) 
aufgetragen in ern2 Std.-l Volt-l als Einheit. 

Q 
b I 

C 1\11 I I I  

Fig. 4. 
a)  Wanderuiigsmerte einiger Basen in einem Puffer von pH 3,8 der Zusammensetzuiig : 
10,5 g Citronensaure, 2 g NaOH, Wasser auf 450 cm3, ca. 2-3 cm3 n. NaOH bis pH 3,8: 

Wasser auf 500 cm3. 
b) VergbichsmaOstab: Scheinbare Ionenbeweglichkeit in cmz Std.-l V-l. Der Nullpunkt 
des VergleichsmaBstabes ist vom Auftragungsort urn den empirischen durchschnittlichen 
Bet,rag der endosmotischen Flussigkeitsstromung in Richtung gegen die Kathode versetzt. 
Als Mass fur diese Verschiebung gilt die Wanderung des bei pH 3,8 praktisch noch nicht 
dissoziierten Harnstoffs oder aber 'diejenige des Glykokolls, vermindert urn etwa 1/30 des 
, ,CadavPrinwegeb" (Dissoziationsgrad ma1 mutmassliche Wanderung des Glykokollkations). 
c) Einige Wanderungswerte bei pH 7 (Phosphatpuffer m/15 nach Ssrensen). 

Die Messnng der elektrischen Feldstiirlre im Gebiet der Wanderung erfolgte durch 
eine ,,Sonde", bestehend aus zwei parallel ausgespannten Platindrahten oder aus zwei 
Graphitminen und eineni hochohmigen Voltmeter ; diese Messung hat  jedoch bloss orien- 
tierenden Sinn. hihnlich dem Charalrter der ,,RF''-Werte in der Papierchromatographie ist 
bei gleichem p H  die Reihenfolge der Substanzen und ihre ungefiihre Langenverteilung re- 
prodnzierbar, die genauen Streckenverhaltnisse weiben jedoch immer von Versuch zu 
Versuch Verzerrungen auf, iiber deren Mass die oben erwahnte (Abschnitt, C 1) Streuung 
der Werte m/c = A = 0,370 0,02 (N = 95) orientiert. 

l) Betr. Ausdruck ,,scheinbare Ionenbeweglichkeit" : Die Wanderungsstrecke, die 
unter dein Eiuf Iuss der Einheit der Feldstarke in der Zeiteinheit zuruckgelegt wird, hat 
die Dirmiision einer Beweglichkeit. ,,Scheinbar" deshalb, weil in unseren fur ein bestimm- 
tes pH und eine bestiminte ionale Starke des Puffers angegebenen Wanderungswerten das 
Verhaltnis der aktiven Ionen zur Gesamtkonzentration eingegangen ist, nnd weil wir hier 
darauf verzichten, die von uns gemessenen ,,Beweglichkeiten" mit den klassischen, aus 
Leitwerten berechneteii in Beziehung zu setzen, wie dies etwa Consden et  al. (loc. cit.) 
getan liaben. 
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Die Substanzen, die keine Ninhydrinreaktion gebenl), wurden wie folgt sichthar ge- 
macht: H a r n s t o f f  u n d  G u a n i d i n b a s e n  : sehr deutlich zu erkennen durch ein Aus- 
bleichen der rotlichen GrundfiLrbung, die mit Ninhydrin behandeltes Papier mit der Zeit 
annimmt (vgl. Fig. 7).  K r e a t i n  wird durch Bespriihen mit alkalischer Pikratlosung als 
orangeroter Fleck sichtbar. G r a m i n  und Basen mit iihnlichem Dampfdruck durch Be- 
spriihen mit verdiinnter Lauge, Trocknen und Destillation der Suhstanz auf ein Stuck 
Indikatorpapier durch kurzes -4ufpressen eines Biigeleisens. Kal iumion:  Bespriihen mit 
Kobaltinitritlosung und Auswaschen des Streifens. 

Die Grenze der Leistungsfahigkeit des Verfahrens haben wir an 
Hand der Trennung von Cadaverin und Putrescin, sowie von Mezcalin 
und seinem Stellungsisomeren 8-3-4 Trimethoxyphenylathylamin (,,Iso- 
mezcalin”) demonstriert. Das Putrescin wandert etwa um 3 yo schneller 
als das Cadaverin. Solche Unterschiede lassen sich bei Auftragen der 
gleichzeitig laufenden Substanzproben in geeigneter Anordnung auch 
dann erkennen, wenn sich ein Gemisch beider Komponenten noch 
nicht in zwei getrennte Zonen aufgelost hat, sondern bloss einen ver- 
langerten Flecken ergibt (Fig. 5 a). Beim Mezcalin-Isomezcalingemisch 
erzielten wir eine beinah vollstandige Trennung der Flecken durch 
einen vierstundigen Versuch (Fig. 5a). Bei solchen Dauerversuchen muss 
unter Umstanden das verdunstete Wasser des Ionophoresestreifens 
durch gelegentliches Bespruhen ersetzt werden. 

P 

0 
M 
0 

c3 
J M  0 \+c 

P +c 
G 0 

a) Fig. 5. b) 
T r e n n u n g e n  be i  ger ingen  Wanderungsunterschieden: 

a) Putrescin (P) und Cadaverin (C), je 1 mms einer 1/100 normalen Losung aufgetragen. 

b) Mezcalin (M) und sein Stellungsisomeres (J), je ein y aufgetragen. pH 3,8; 240 Min. 
Trenndauer. 

p H  3,8, Trenndeuer 60 Min. bei ca. 3 mA Stromstarke. 

3 .  Remerkung zu r  F o r m  de r  Subs tanzf lecken .  
Die meisten vdn uns in der Ionophorese gepruften einheitlichen 

Stoffe treten nach der Trennung und Anfarbung als Flecken auf, deren 
Farbtiefe von einem Zentrum gegen aussen hin abnimmt und eine 
beinah kreissymmetrische Verteilung aufweist. 

Man kann also annehmen, dass sich bei der Wanderung die Aus- 
breitung der Substanz durch Diffusion und eine fur alle Teilchen gleich 
grosse Translationsbewegung uberlagert. Dies wird dann der Fall sein, 

l) Ephedrin und andere sekundare Amine geben entgegen manchen Literaturan- 
gaben eine, wenn auch schwache Ninhydrinreaktion. 
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wenn die Geschwindigkeit eines Substanzteilchens unabhhgig von 
der gerade herrschenden Substanzkonzentration ist. Wenn dagegen 
die Wanderung der konzentrierteren inneren Partien grosser bzw . 
kleiner ist als die der weniger konzentrierten Umgebung, so mussen 
im Verlaufe der Wanderung nichtkreisformige Flecken entstehen, also 
etwa kometenartige Gebilde, deren Scheitel und Konzentrations- 
maxima nach vorne bzw. nach ruckwarts weisen. 

Fig. 6 .  
Ionophorese eines Flecks von Methylenblau (in Citratpuffer pH 3,8 4 Std. im ,,Elphor")l). 

Der erste Fall, niimlich grossere Wanderung der konzentrierten 
Partien, wird z. B. dann eintreten, wenn die geloste Substanz teilweise 
ans Papier adsorbiert wird, und ein Gleichgewicht, z.B. im Sinne der 
Prezclzdlich'schen I sotherme, besteht. Dann wird bei grosseren Kon- 
zentrationen ein kleinerer Anteil der Gesamtsubstanz auf die adsor- 
bierte Phase fallen, also ein relativ grosserer Bruchteil der Gesamt- 
konzentration als dissoziierte freibewegliche Ionen vorhanden sein, 
als bei bleinen Konzentrationen, bei welchen sich ein grosserer Re- 
lativteil der Substanz durch Adsorption der Wanderung entzieht. Um- 
gekehrte Verhaltnisse sind zu erwarten, wenn mit grosserer Konzen- 
tration die Ionisation oder iiberhaupt die fur die Wanderung mass- 
gebliche Verfugbarkeit der Ionen abnimmt, etwa im Sinne des 
OstzuaZd'schen Verdunnungsgesetzes oder einer Abnahme des Aktivi- 
tatskoeffizienten. Sehr schone, mit dem Scheitel in der Wanderungs- 
richtung weisende ,,Adsorptions"-Kometen git t  die Ionophorese von 
Methylenblau auf Papier in Citratpuifer pH 3,8 (Fig. 6) ,  wzhrend das 
Amnioniumion umgekehrte Kometen ergibt (vergleiche Fig. 7, Fleck 6). 
Bemerkenswerterweise zeigt Kaliumion ein sehr ahnliches Verhalten 
wie Ammoniumion. Die Angabe genauer praktischer Wanderungs- 

I) Als Anregung sei angedeutet, dass die Ionophorese dem praktischen Farbchemiker 
nicht nur erlaubt, ionogene Farbstoffe auf Einheitlichkeit zu priifen, sondern ihm dariiber 
hinaus ermoglicht, durch Interpretation der Fleckenform eine rasche Orientierung iiber 
das FXotten-Faser-Gleichgewicht zu gewinnen. Statt des Filterpapiers konnen natiirlich 
auch Gewebe aus verschiedenen Materialien als Triiger dienen. 
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werte ,,kometenbildender" Substanzen ist naturlich fragwurdig, da 
einerseits der Mittelpunkt eines Kometen schwer bestimmbar ist und 
anderseits im Sinne der gemachten Uberlegungen bei ,,Adsorptions- 
kometen" kleinere Substanzproben weniger weit zu wandern scheinen 
(wenn man die immerhin scharfe Begrenzungslinie des Scheitels ins 
Auge fasst) als grossere, wahrend die entgegengesetzte Gruppe von 
Kometen ein umgekehrtes Verhalten zeigt. 

4. Nachweis  Ton Meecalin i n  B l u t  und  Plasma.  
Als vorbereitende Studie xu gegenwartig im Gange befindlichen Ar- 

beiten zur Auffindung kleinster Mengen organischer Basen in biolo- 
gischem Material wurde der Versuch gemacht, das Mezcalin im Blut 
einer im Mezcalinrausch sich befindenden Versuchsperson nachzu- 
weisen, Bhnlich wie es K. #aZornon et a1.l) im Urin solcher Versuchs- 
personen ausgefiihrt haben. Die Entfernung des Eiweisses &us Blut, 
Plasma oder Serum erfolgt praktisch mit Uberchlorsaure, die dann 
nach Abtrennung des gefallten Eiweisses mit KOH neutralisiert und 
als Kaliumperchlorat entfernt werden kann. Aus dem eingeengten, 
alkalisch gemachten Filtrat lasst sich die Mezcalinbase mit einem 
Gemisch von Butanol und Toluol extrahieren. Der Extrakt wird in 
Wasser aufgenommen und zur Ionophorese gebracht. Im Vorversuch 
wurde normales Serum mit Mezcalinsulfat versetzt (ca. 1/10 000 des 
Serumgewichts), in der angedeuteten Weise aufgearbeitet und iono- 
phoretisch gepruft. Aus der Grosse des in der Ionophorese erhaltenen 
Mezcalinfleckens errechnete sich eine Ausbeute von ca. 50 76, ange- 
sichts der grossen Oberflache des vorher zu fallenden Eiweisses, 
der nicht immer quantjtativen Operationen einer vereinfachten Mi- 
krotechnik und der ohnehin nur schatzungsweise moglichen Beur- 
teilung der Fleckengrosse ein brauchbares Resultat. Die Aufar- 
beitung von Blut, das im Hohepunkt des Mezcalinrausches entnom- 
men wird, fuhrt ebenfalls zu Flecken im Ionopherogramm, die gleich 
weit wandern wie Mezcalin und die in Aufarbeitungen gewohnlichen 
Blutes nicht auftreten. Soweit ,,Identitatsaussagen" auf Grund von 
Ionopherogrammen erlaubt sind (der gleiche grundsatzliche Vorbe- 
halt gilt ja auch fur die Papierchromatographie), kann der Mezcalin- 
nachweis als gelungen gelten. Die Abschiitzung der Fleckenintensitat 
ergab, dass sich, unter Voraussetzung eines Gesamtblutvolumens von 
5 1, im Hohepunkt des Rausches approximativ liz0 bis des ur- 
sprunglich subcutan injizierten Mezcalins im Blut befindet. Weiter 
konnte gezeigt werden, dass das Mezcalin im Plasma und nicht etwa 
an die Blutkorperchen gebunden vorliegt. 

a) Nachweis  v o n  i n  v i t r o  z u  S e r u m  zugefugtem Mezcalin.Zu50cmSnor- 
malem Serum wurde 5,6 mg Mezcalinsulfat, in 0,2 cms Wasser gelost, beigemischt und 
3 Std. bei 370 inkubiert. FaIlenmit 75 om3 10-proz. wtisseriger Perchlorsiiure. Waschen mit 

l) J. Pharmacol. Exptl. 95, 455 (1949). 
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Gemisch von 75 ern:> 10-proz. Perchlorsaure und 45 em3 Wasser. Filtrate mit 50-proz. KOH 
versetzt bis pH 4, nach Stehen im Eisschrank filtriert, Filtrat im Vakuum auf ca. 20 em3 
eingeengt, erneut gekiihlt und filtriert, dann mit NaOH auf pH 11 gestellt und 4mal mit 
12 01113 Rutanol-Toluol-Gemisch (I :I Vol.) ausgeschuttelt. Extrakte im Vakuum einge- 
dampft, Riickstand in 2 em3 Wasser aufgenommen, filtriert. Trockenruckstand des Was- 
serextraktes 8 mg. Eine Losung dieser ,,Rohbasen" in 1,7 cm3 Wasser ergab in der lono- 
phorese, verglichen init Kontrollosungen von Mezcalin, ahnliche Flecken wie. eine Losung 
von 1.50/,,, Mezcalinsulfat. Demnach musste der Riickstand 2,5 mg enthalten, entspre- 
chcnd einer Ausbeute von rund 50%. 

b) U n t e r s u c h u n g  v o n  B l u t  i m  Mezcal inrausch.  Zwei subcutane Injektionen 
von 0,3 bzw. 0,2 g Mezezlinhydrochlorid (in 20-proz. Losung) wurden im Abstand von 
3/4 Std. gegeben. 3% Std. nach der ersten Injektion wurde 100 cms Blut entnommen und 
sofort mit 150 cmn 10-proz. Perchlorskure entsiweisst. Nachwaschen der Eiweissfallung wit 
Gemisch von 150 ern3 10-proz. Perchlorskure + 90 em3 Wasser. Weitcre Aufarbeitung wie 
linter a). Das Produkt der Aufarbeitung (Rohbasen), 11 mg, enthielt gemass der iono- 
phoretischen Priifung 0,25 mg Mezcalin. Umgerechnet auf 5 1 Blub und unter Annahme 
einer Ausbeute von 5004 beim Aufarbeiten waren somit insgesamt 0,25~100/50~5000/100 = 
25 mg in der Blutbahn vorhanden, also nach roher Schatzung rund der injizierten 
Menge. 

c) Ver te i lung  zwischen P l a s m a  u n d  Zel len .  Ein weiterer Rauschversuch 
wurde, Bhnlich wie unter b) beschrieben, durchgefiihrt, jedoch mit dem Unterschied, dass 
das Blut vor der Eiweissfallung mit Citrat versetzt und dann in Plasma und Blutkorper- 
chen aufgeteilt wurde. In den Blutkorperchen wurde kein Mezcalin gefunden, dagegen fand 
sieh im Plasma analog berechnet wie unter b), wieder im Sinne einer rohen Schatzung, ca. 

der urspriinglichen Mezcalinmenge in der Blutbahn. 

5. Basen  des  Ur ins .  
Als vorlaufiges Ergebnis sei noch erwahnt, welches Bild die 

ninhydrinfiirbenden Basen des menschlichen Urins in der Ionophorese 
darbieten. 

Die an Basen angereicherten Fraktionen wurden aus Urin durch Verwendung von 
Ionenaustauschern gewonnen. In  frischem Urin lassen sich durch einmalige Behandlung 
mit der Hydroxylform des starken Anionenaustauschers Amberlite IRA-400 alle Saure- 
retite durch OH' ersetzen, so dass der Urin durcb diese Operation zu einer farblosen, stark 
alkalischen Fliissigkeit wird. Daraus kann man die Basen durch Bindung an das schwach 
saure Harz IRC-50, uiigefahr in der Reihenfolge ihrer Starke, fraktioniert herausholen und 
nachher aus dem Harz durch Behandlung mit verdiinnter Saure (HCI) eluieren. Der zur 
letzten Operation notige fjberschuss an Saure wird durch Behandlung des Eluates mit 
einer kleinen Menge der Hydroxylform von IRA-400 entfernt. Der alkohollosliche Teil der 
durch Eindampfen der neutralen Losung erhaltenen Hydrochloride (ca. 100- 200 mg pro 
100 cm3 Urin) wurde ionophoretisch untersucht und mit Ninhydrin angefarbt. 

Diese ,,Rohbasengemische" einer grosseren Anzahl aufgearbeiteter normaler und 
pathologischer Urine gaben ein in qualitativer Hinsicht ahnliches Bild (Beispiele in Fig. 7). 
Mit grosser Sicherheit liessen sich bekannten Substanzen zuordnen die Flecken 1 (Harn- 
stoff) und 6 (Ammoniak). Flecken 4 und 5 entsprechen wahrscheinlich Dimethyl- und 
Monomethylamin.. Der langgezogene Fleck 2 bedeckt gerade das Gebiet der basischen 
Aminosauren und diirfte einem Gemisch dieser Basen entsprechen. Mit Vorbehalt moch- 
ten wir iins iiber die Natur des Fleckens 3 aussern, der bei p H  3,8 ungefahr wie das Cada- 
verin wandert. Er  fand sich ohne Ausnahme in den Ionopherogrammen einer grosseren 
Anzahl aufgearbeiteter Harne. Um seine Wanderung besser mit andern Substanzen ver- 
gleichen zu konnen, haben wir das ,,Rohbasengemisch" zunachst durch die kontinuier- 
liche, rnit Filterpapier arbeitende Ionophoresevorrichtung von Qrassmann & Hannigl)  in 

ljl W .  Grassmnnn & K.  Hannig, Naturwiss. 37, 397 (1951). 
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weitere Fraktionen zerlegt. Als Tragerpuffer bei diesrr , ,niikropr&parativen" Trennung 
eignet sich, weil nachher wieder entfernbar, Bariumtmetat-Essigs&ure. Auf diese Weise 
liessen sich Fraktionen gewinnen, die sich nachher auf Grund der ionophoretischen Prii- 
fung als beinahe odrr ganz einheitlich erwiesen. Die dem Fleck 3 entsprechende Fraktion 

6 5 4  3 2 I '  
0 L 

0 

Fig. 7a. Fig. 7b. 
Ionophoresen je zweier Basenfraktionen Ionophorese eiher weitern Urinaufarbei- 
(A und B) zweier Urine (130 und 133). Ca- tung bei p H  3,s. Deutung der Flecken 4 
daverin, Mezcalin und Glykokoll (CMG) und 5 als Di- und Monomethylamin. 
als Randmarken.pH3,8. Die Ausbleichung A: Dimethylamin, B: Urinbasen, C: Mo- 
der Ninhydringrundfarbung durch den nomethylamin, CMG: vgl. a. 
Harnstoff (1) wirderst nach wochenlangem 
Aufbewahren ganz deutlich, wobei aller- 
dings die positiven Aminfleckenverblassen 
und deshalb markiert werden mussten. 

war in ihrer Wanderung mit keiner der in dieser Mitteilung als Beispiele erwahnten Sub- 
stanzen identisch. Bei p H  3,8 wandert sie etwas weniger weit, bei pH 7 etwas weiter als 
das Cadaverin, zeigte also ein Verhalten, dm demjenigen des Propylamins sehr ahnlich 
war. Ein genauerer ionophoretischer Vergleieh mit Propylamin bei pH 3,8 zeigte aber, 
dass unsere Substanz eis wenig weiter wandert als daq Propylamin (Fig. 8). oberdies 
schliesst auch die bei der Aufarbeitung der Substanz beobachtete geringe Fliichtigkeit der 
Rase die Identitat mit dem Propyiamin aus. Genaueren Aufschluss uber die Natur des 
, ,Fleckens 3" hoffen wir durch Gewinnung grosserer Mengen dieser Substanz gemass der 
erwahnten Technik von Grassmann & Hannig zu erhalten. 
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Fig. 8. 

Unterscheidung der unbekannten Substanz des ,,Fleckens 3.' in Fig. 7 (B) von Propyl- 
amin (A) bei p H  3,8, ca. 4 mA und 90 Min. Trenndauer. Das mehrfache Auftragen zweier 
Proben in abwechselnder Reihenfolge erleichtert die Erkennung wirklicher Wanderungs- 

differenzen gegeniiber zufalligen Kriimmungen der Wanderungsfront. 
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Die vorliegende Arbeit entstand als analytische Vorstudie zu Untersuchungen, die 
unter Leitung von Prof. F.  Georgi mit Hilfe eines Bundesbeitrages zur Forderung der 
wissenschaftlichen Forschung durchgefuhrt werden. Fraulein H .  Schaad und Fraulein 
Y .  Hediger sei fur ihre Mitarbeit bestens gedankt. 

Zusammenf a s sung  
1. Eine Anordnung zur ionophoretischen Trennung wird beschrie- 

ben, die den Nachweis kleinster Substanzmengen und die Ausnutzung 
von nur 3 yo betragenden Unterschieden der Wanderungsgeschwindig- 
keit gestattet. 

2. Die direkt beobachtete ,,scheinbare Ionenbeweglichkeit" einiger 
Amine und Aminosiiuren bei zwei Trenn-pH's (3,s und 7 )  wird ange- 
geben. 

3. Das Auftreten ,,kometenformiger" Flecken bei der Ionophorese 
gewisser Substanzen wird interpretiert. 

4. In  dem Plasma sich im Mezcalinrausch befindlicher Versuchs- 
personen wird mit Hilfe der beschriebenen Methode Mezcalin nach- 
gew:iesen. 

5. Die basenhaltigen Fraktionen aus menschlichem Urin werden 
inophoretisch untersucht. 

Wissenschaftliches Laboratorium 
der psychiatrischen Universitiitsklinik 

,,Friedmatt", Basel. 

247. uber Curare- Alkaloide aus Calebassen. 

Radio-C-Curarin-I-chlorid 
von H. Schmid, K. Schmid, P. Waser und A. Ebnother. 

(15. VIII. 51 . )  

6. Mitteilungl). 

Von den bis heute bekannt gewordenen Curare-Alkaloiden aus 
Calebassencurare nehmen, wie aus den Untersuchungen von P.Waser 2 ) ,  

sowie W.D.  M .  Pato%& W. L.M. Perry3) hervorgeht, Toxiferin I und 
C-Curarin-I infolge ihrer grossen Aktivitat und geringen Toxizitat 
eine Sonderstellung ein. Um den Mechanismus ihrer paralysierenden 
Wirkung und ihr Schicksal im tierischen Korper naher studieren zu 
konnen, haben wir nun ein C-Curarin-I-chlorid bereitet, das am basi- 
schen N(b)-Atom eine mit c-14 markierte Methylgruppe tragt. (Das 
nickit basische N(a)-Atom liegt in einem Indoleinsystem vor4)). -~ 

5. Mitteilung: Helv. 33, 1486 (1950). 
2, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, 342 (1950). 
3, Brit. J. Pharmacol. 6, 299 (1951). 
4, Vgl. eine spatere Mitteilung. 




