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Die Papierelektrophorese von Eierproteinen

Ergebnisse der papierelektrophoretischen Untersuchungen an Vogeleiern
2. Mitteilung

Von D. Hellhammer und O. Higl
(Eidg. Gesundheitsamt, Bern)

IV, Teil

Chemische Identifizierung der einzelnen Proteinbanden

In einer ersten Mitteilung (Hellhammer und Hégl 1958) haben wir die Me-
thoden der Papierelektrophorese von Eiereiweiss beschrieben.

Der Arbeit lag folgende Zielsetzung zugrunde:

1. Es sollte versucht werden, die mit der klassischen Elektrophorese schon ande-
ren Autoren gelungene Fraktionierung des Eiweisses auch mit der wesentlich
einfacheren Methodik auf Papier zu erreichen. Wie in der ersten Mitteilung
dargelegt, gelang diese Auftrennung relativ gut.

2. Da eine gewisse Verschiedenheit der Pherogramme von Vogelart zu Vogelart
anzunchmen war, sollte auch diese Frage untersucht werden.

3. Schliesslich beabsichtigten wir, die Verdnderungen von Eiweiss bei der Alte-
rung, beim Eintrocknen und allgemein bei der Auswirkung verschiedener che-
mischer und physikalischer Agentien zu verfolgen. In dieser Weise hofften wir
auch einige Bedingungen kennen zu lernen, unter denen vielleicht andere FEi-
weisstoffe aus Lebensmitteln, die sich in weniger reiner Form darboten und bei
welchen sich daher gewisse Schwierigkeiten bei der Isolierung ergeben konnten,
in gleicher Art charakterisieren zu konnen.
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Abb. 1 zeigt eine typische Extinktionskurve, wie sie mit der in der 1. Mittei-
lung beschriebenen Methodik bei Hithner-Eiklar (Leghorn-Rasse) erhalten wird.

L

Abb. 1

Da sich schon bei den ersten vergleichenden Untersuchungen gezeigt hatte,
dass die Grosse der einzelnen Iraktionen von Vogelart zu Vogelart recht ver-
schieden ausfiel und diese Verteilung demnach als Merkmal zur Charakterisie-
rung des betreffenden Eiweisses eventuell herangezogen werden konnte, musste
zunachst bekannt sein, um welche Eiweissfraktionen (s. Teil II, S. 13) es sich
bei den einzelnen Banden handelte.

Das Eiklar wurde daher zunachst durch Aussalzmethoden in die bekannten
Fraktionen Ovalbumin, Conalbumin, Globulin, Ovomucoid und Mucin zerlegt
und die betreffenden Eiweisstoffe papierelektrophoretisch untersucht.

Grundsatzlich wurde nach folgendem Fraktionierschema verfahren:

166



Eiklar

Halbsattigung

mit (NH4)2S04

bei pH 5,6
Losung
Albumin

Y Conalbumin

Fillung Ovomucoid

Mucin

Globulin

Weitere Sattigung
mit (NH4)2S04

Versetzen mit und Einstellen
verd. (NH4)2SO4 auf pH 4,7

> Losung
Conalbumin
Loine Fillung Ovomucoid
Globulin Albumin
i T Einstellen
) auf pH 3,8
I oder Erhitzen
_Y auf 75° C
Niederschlag ‘l' > Lisung
Mucin Fallung Ovomucoid
Conalbumin

Im Einzelnen gestalteten sich die Verhaltnisse bei der chemischen Fraktio-
nierung der Eiklarproteine folgendermassen:

Fraktioniermethode

Das Eiklar von 5 Leghorn-Eiern wurde zwecks Zerstorung der hochviskosen
Mucinstruktur vorsichtig geschlagen und durch ein feinporiges Drahtsieb ge-
gossen.

100 ml des homogenisierten Eiklars wurden in einem 300-ml Erlenmeyer-
kolben mit dem Magnetrithrer durchmischt und nach der Methode von Sérensen
und Hoyrup (1917) tropfenweise 100 ml gesittigte Ammoniumsulfatlosung
(Merck, pro analysi) zugegeben, wobei das Globulin + Mucin als weisser Nieder-
schlag ausgeschieden wurde.

Das Gemisch wurde wihrend 20 Minuten in der «Ecco»-Zentrifuge bei
3500 rpm zentrifugiert und anschliessend die tberstehende Losung sorgfaltig
dekantiert, durch ein Faltenfilter filtriert, zwecks Weiterverwendung mit eini-
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gen Kristallen Thymol versetzt und im Kiihlschrank bei +4° C aufbewahrt. Der
Globulin-Niederschlag am Boden der Zentrifugengliaser wurde mit H20 ver-
setzt, wobei durch mitgerissene Mengen Ammoniumsulfat eine Salzlosung ge-
ringer Konzentration entstand, die eine langsame Auflésung des Globulins zur
Folge hatte.

Die Losung wurde erneut zentrifugiert und die das Globulin enthaltende
Losung vom Mucin-Niederschlag abgegossen. Ueber Nacht wurde die Globu-
linlosung bei Zimmertemperatur gegen fliessendes Wasser dialysiert. Der dabei
entstandene Globulin-Niederschlag wurde mit Wasser in ein Becherglas gespiilt
und durch Zugabe von einigen ml 10 %oiger NaCl-Losung wieder gelost. Im
Anschluss daran wurde die Fallung mit gesdttigter Ammoniumsulfat-Losung
sowie die beschriebenen Reinigungsoperationen erneut wiederholt.

Ovalbumin, Conalbumin und Ovomucoid waren in der tiberstehenden, kla-
ren Losung der Globulin-Fallung enthalten, aus der sie durch spezielle Fraktio-
niermethoden abgetrennt werden konnten. Als erste Substanz wurde das Oval-
bumin auf folgende Weise ausgefallt:

Unter Rithren der klaren Losung wurde tropfenweise soviel gesittigte Am-
moniumsulfat-Losung zugegeben, dass eine bleibende Tritbung entstand. An-
schliessend wurde mit Hilfe der Glaselektrode «Polymetron» der pH-Wert der
Losung durch vorsichtige Zugabe von 2n HeSOs auf 4,7 eingestellt, wobei das
Albumin ab pH 5.0 als volumindser, weisser Niederschlag ausfiel. Nach Errei-
chen des gewtinschten pH-Wertes, der dem isoelektrischen Punkt des Oval-
bumins entsprach, wurde noch 10 Minuten weitergeriihrt und anschliessend die
mit einigen Kristallen Thymol versetzte Losung fiir 8 bis 4 Tage bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen, wonach sich samtliches Albumin abgesetzt hatte.

Danach wurde in der «Ecco»-Zentrifuge 20 Minuten bei 3500 rpm zentri-
fugiert und die tberstehende Conalbumin- und Ovomucoidlésung dekantiert,

durch ein Faltenfilter filtriert und mit einigen Kristallen Thymol versetzt, im
Kiithlschrank aufbewahrt.

Der Albumin-Niederschlag wurde durch Zugabe von Wasser gelost und aus
der Lésung das Albumin erneut nach der vorhin beschriebenen Methode gefallt
und gereinigt. Nach der 2. Fallung wurde die Albuminlésung tiber Nacht
gegen fliessendes Wasser bei Zimmertemperatur dialysiert, wodurch das iiber-
schiissige Ammoniumsulfat entfernt wurde. Aus dem klaren Dialysat wurde das
Albumin erneut gefillt, solange, bis ein Pherogramm erhalten wurde, das neben
der Albuminfraktion keine weiteren verunreinigenden Banden aufwies, was
nach dreimaliger Fallung und Reinigung der Fall war.

Conalbumin und Ovomucoid wurden durch Ansauern der filtrierten tiber-
stehenden Losung der Albuminféllung voneinander getrennt (Longsworth 1940).

Die Losung wurde unter Rihren tropfenweise mit 2n H2SOa versetzt, wobei
sich bei pH 3,8 (Glaselektrode «Polymetron») ein feiner weisser Niederschlag
bildete, dessen Menge nach 2 bis 3 Tagen noch zunahm. Er wurde zentrifugiert
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und die klare, tiberstehende Losung abgegossen und nochmals filtriert; sie ent-
hielt jetzt nur noch das Ovomucoid.

Der Conalbumin-Niederschlag wurde mit etwas Wasser versetzt und die
Suspension unter Rithren vorsichtig mit 0,5n NaOH versetzt, wobei ab pH 6,0
Losung des Niederschlages eintrat, was im Einklang mit den Beobachtungen
von Longsworth (1940) steht. Durch Wiederholung der Féallung und Dialyse
des gelosten Niederschlags wurde auch das Conalbumin dreimal gereinigt.
Auf indirektem Wege konnte die Lage des Conalbumins auf dem Pherogramm
folgendermassen nachgewiesen werden:

1 bis 2 ml der Conalbumin und Ovomucoid enthaltenden Losung der Albu-
minfdllung wurden im Wasserbad langsam auf 75° C erhitzt. Dabei bildete sich
ein klumpiger weisser Niederschlag, der abzentrifugiert wurde. Das tberste-
hende Zentrifugat wurde papierelektrophoretisch untersucht, wobei nur noch
die schwachere der beiden urspriinglichen Banden erhalten wurde.

Da das Ovomucoid erst bei 82° C koaguliert, das Conalbumin dagegen schon
unterhalb dieser Temperatur, entsprach die Lage der schwach gefdrbten Pro-
teinbande auf dem Pherogramm dem Ovomucoid.

Die Losungen der so isolierten und gereinigten Fraktionen wurden papier-
elektrophoretisch untersucht und mit Pherogrammen von Eiklar verglichen.

In Abb. 2 sind 6 Pherogramme abgebildet, die unter den nach Teil III er-
wahnten experimentellen Bedingungen erhalten wurden, und die folgender-
massen zueinander in Beziehung stehen:

Pherogramm des Ausgangseiklars

Pherogramm von isoliertem und gereinigtem Globulin

Pherogramm der tiberstehenden Lésung der Albuminfallung, Conalbumin

und Ovomucoid enthaltend

Pherogramm von isoliertem und gereinigtem Conalbumin

. Pherogramm der tiberstehenden Lésung der Albuminféllung nach Aus-
fallung des darin enthaltenen Conalbumins. Ovomucoid bleibt in der
Losung zurtck

6. Pherogramm von isoliertem und gereinigtem Ovalbumin.

o N =

il

Demnach entsprechen die Banden eines Pherogramms bzw. die Kurven-
maxima des entsprechenden Extinktionsdiagramms (Abb. 1) folgenden Protein-
fraktionen:

von links nach rechts

1. Bande (Glockenkurve) [ = Conalbumin
2. Bande (Gipfel) IT = Globulin

8. Bande (Gipfel) ITI = Ovomucoid
4. Bande (Glockenkurve) IV = Ovalbumin.

In Abb. 2 sind die Fraktionen I bis IV rechts aussen markiert.
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Diese Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit den Resultaten, welche schon
die oben erwahnten Forschergruppen Longsworth (1940), Bain und Deutsch
(1947) und Forsythe und Foster (1950) bei der Fraktionierung des Eiklars mit-
telst der freien Elektrophorese erzielt hatten.

11

I1I

IV

Abb. 2
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Die von diesen Autoren im pH-Gebiet 7,8 bis 8,6 erhaltenen Schlierendia-
gramme zeigen gute Uebereinstimmung mit unseren Extinktionsdiagrammen,
wobei unter Anwendung obiger Nomenklatur die einzelnen Kurvenziige der
Schlierendiagramme mit folgenden Proteinfraktionen identifiziert wurden:

. Langsworth Bain und Deutsch Forsythe
Kurvenmaxima [5940] . (1947) [195)‘0]
I Conalbumin Conalbumin Conalbumin
11 Globulin
= Glob. + Ovomuc. Glob. + Ovomuc.
111 Ovomucoid
IV Ovalbumin Ovalbumin Ovalbumin

Verglichen mit der klassischen Elektrophorese liefert die Papierelektropho-
rese praktisch ebenso gute Resultate, wobei im Hithner-Eiklar die Auftrennung
in die Globulin- und Ovomucoid-Fraktion zum Teil noch besser gelingt.

Zusammenfassung

Zur lIdentifizierung der 4 Maxima im Extinktionsdiagramm von Leghorn-Eiklar
wurde eine Fraktionierung mit den tblichen Féllungsmethoden der Proteinchemie durch-
gefithrt, In Uebereinstimmung mit der klassischen Elektrophorese kommen die Maxima
des Pherogramms von links nach rechts den Fraktionen Conalbumine — Globuline —
Ovomucoid — Ovalbumin zu.

Résumé

Pour l'identification des quatre maxima dans le diagramme d’extinction du blanc
d’ceuf Leghorn on fait un fractionnement avec les méthodes de précipitations habituelles
de la chimie des protéines. En accord avec l'¢lectrophorese classique les maxima du
phérogramme correspondent de gauche a droite aux fractions conalbumines — globulines
— ovomucoid — ovalbumine.

Summary

For identifying the 4 maxima in the extinction diagram of Leghorn egg white the
protein was fractionated by means of the methods of precipitation used in protein
chemistry. It was found that the maxima observed on the electropherogram are, from
left to right — conalbumine — globulines — ovomucoid — ovalbumine.
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