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Beitrage zur Kenntnis der Papierelektrophorese in feuchter 
Kammer. I. Die papierelektrophoretische Trennfahigkeit 

Z vonimir Pucar 
Z entraies Medizinisch-Chemisches Laboratorium, Zagreb, Kroatien 

Eingegangen am 18. Juli la53. 

Im Folgendem wird die Wirkung der physikalischen VOTgange, 
die sich aim. Filterpapier wahrend der Elektrophorese in feuchter 
Kammer abspielen, auf die apparente Bewegungsform der Kolloid­
teilchen studiert. Weiter wird gezeigt dass diese Bewegungsform 
vom verwendeten Arbeitsregime und von den elektrokinetischen 
Eigenschaften der Kolloidteilchen abhangt. Es ergtbt sich daraus 
dass das verwendete experimentelle Verfahren einen grundsatzli­
chen Unterschied von allen anderen Elektrophoreseverfahren 
aufweist. Dieser Unterschied ikann in konkretem Falle zur besserer 
Tr ennung der elektrokinetischen Fraktionen beniitzt werden. 

F.l NL EITUN G 

Bis jetzt sind in der Literatur zwei Methoden der elektrophoretischen 
'Trennung am Filterpapier beschrieben worden: 

1. Die Methode der Elektrophorese zwischen Glasplatten nach Cremer 
und Tiselius1• 2• 3 • die auch von theoretischer Seite bearbeitet wurde4• Das 
Einbeten des Filterpapiers zwischen Glasplatten verhindert wiihrend der Elek­
trophorese die Verdunstung von der Papieroberflache. 

2. Die Methode der Elektrophorese an in geschlossener Kammer freihan­
gendem feuchtem Filterpapier. Nach diesser Methode wurden verschiedene 
Arbeitsweisen angegeben: a) Das Verfahren das nach Wieland5• 6• 7• 8• 9 an hori­
zontal aufgespanntem Filterpapier arbeitet, welches von einer feuchten Atmo­
sphare umgeben ist (feuchte Kammer). Diese feuchte Kammer soll die Verdun­
:s tung nicht aufheben, sondern nur einen Gleichgewichtzustand zwischen Ver­
dunstung, Konvektion und Warmestrahlung von der Papieroberfliiche aus 
aufrechterhalten. Dieses iilteste Verfahren wird hier als »Papierelektrophorese 
in feuchter Kammer« bezeichnet. b.) Dern erwahnten Verfahren iinlich ist das 
von Durrum10• 11 angegebene, wo der Filterpapierstreifen in feuchter Atmosphiire 
fast vertikal ilber einen Stiltzen aufgehiingt wird. Neben der Verdunstung 
spielt hier auch noch die Gravitation eine nicht zu vernachliissigende Rolle. 
Die Feuchtigkeit des Filterpapierstreifens wachst in der Richtung von oben 
nach unten. c.) Dadurch, dass sich der Filterpapierstreifen an mehreren ·stellen 
der Lange nach in Kontakt mit Pufferlosung befindet, und die feuchte Kammer 
·statt mit Luft mit Helium oder Wasserstoff wegen der Konvektionsverstiirkung 
angefi.lllt wird, versucht Mc. Donald12 den E;influss der Verdunstung auf die 
elektrophoretische Wanderung der Kolloidteilchen zu eliminieren . d.) Ferner 
versuchte Holt u. Mitarb.13 durch gleichzeitige Erwiirmung und Kilhlung der 
ieuchten Atmosphare dasselbe Ziel zu erreichen. 
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Soweit uns bekannt ist, gibt es z. Z. keine Literatur i.iber die physikali­
schen Vorgange, die sich am Filterpapier bei der Elektrophorese in feuchter 
Kammer abspielen, so dass wenigstens grundsatzliche Schli.isse bezi.iglich des 
Trennvorganges sowie eine a,llgemeine Prognose fi.ir ein angesetztes Experiment 
ermi:iglicht wi.irden. Es soll gezeitg werden, wie in mi:iglichst eifacher Weise 
diese Li.icke in der Kenntnis der Methodik gefi.illt werden kann. 

THEORE'l'ISOHE BETRAOH'.rDNGEN 

Um sich in mi:iglichst einfacher Weise i.iber die verwickelten Vorgange, 
die sich wahrend einer Elektrophorese am Filterpapier nach der Methode der 
feuchten Kammer abspielen, klarzuwerden, stellen wir uns zunachst schema­
t.isch eine Apparatur vor (Abb. 1 oben). 
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Abb. 1.: Oben: Schematische Darstellung einer Apparatur ftir die Elektrophorese in feuchter­
Kammer. Unten: Schematische Darstellung der c, ><, H und w Kurven in Abhangigkeit von der 
Entfernung s am Filteripa'J)ier. Es bedeutet: c die Elektrolytkonzentra Hon, H die spezifische Leit­
l:ihigkeit des Elektrolyten, H die aip.parente elektrische FeJ.dsta rke am Filterpapier, und w llie 

Elektrolytgeschw!ndigkeit am Filterpa,pier . 

S!ika 1. : Gore: sematski prikaz apara ture za elektroforezu metodom via.foe komore. Dolje: 
~ematski prikaz c, "• H , i w krivulja u ov-isnosti o udaljenos ti s na liltarpapiru. Oznake: c je 
koncentracij a e lektrolita, " specilicna vodljivos.\ elektrolita, H aparentna jakost elektricnog polja 

na filtarpapi'ru , a w je brzina elektrolita na filtarpapiru. 

Es bedeutet: (1) die feuchte Kammer, (2) (3) das kathodische, bzw. anodische 
Elektrodengefass, (4) Platinelektroden, die in geeigneter Weise durch ein. 
Syphonsystem blockiert werden mi.issen, damit sich die Anderungen der 
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PufferlOsung (ElektrolytlOsung) durch Elektrolyse am Papier nicht bemerkbar 
machen, (5) den Filterpapierstreifen, (6) destilliertes Wasser, das nach dem 
Schliesen der Kammer die Feuchtigkeit wiederherstellt. 

Der Filterpapierstreifen ist mit Elektrolytli:isung durchtrankt, was in ein­
fachster Weise nach Montierung des trockenen Streifens in die Apparatur nach 
1-1,5 Stunden durch Kapillarkriifte des Filterpapiers geschehen kann. Wah­
rend der Elektrophorese in feuchter Kammer findet infolge entwickelter Warme 
eine erhebliche Verdunstung der Pufferli:isung vom Papierstreifen statt. Es 
wird sofort klar, dass die Temperatur t des Papierstreifens und einer dilrmen 
.Schicht der feuchten Atmosphare, die den Streifen umhilllt, etwass hi:iher liegt 
als die Raumtemperatur t 0 , bei der die Kammer als 1000/o mit Wasserdampf 
gesattigt angenommen werden darf. Es folgt daraus dass die Atmosphare in der 
Nahe des Papierstreifens nicht mit Wasserdampf gesattigt ist. Der Zweck der 
feuchten Kammer ist, in diesser Atmosphare die maximal mi:igliche telative 
Feuchtigkeit filr das betreffende Arbeitsregime, d. h. Stromspannung an den 
ireien Enden des Streifens und Stromstarke je Zentimeter Papierbreite (Strom­
.dichte) zu erhalten. Oas verdunstete Wasser kondensiert an den Kamplerwanden 
bei der Temperatur t 0 • Es resultiert ein Gleichgewichtszustand von Tempera­
tur und relativer Feuchtigkeit, der letzten Endes ein Resultat der bereits ent­
wickelten Viirme am Papierstreifen, der momentanen Stromleistung je cm 
Pap!ierbreite, und der freien Lange des Filterpapierstreifens L ist. Die Dicke 
d es Papierstreifens hat keinen Einfluss darauf. 

So wie die Verdunstung der Pufferli:isung von der Papieroberfliiche fort­
schreitet, zieht das Papier, bei nicht allzu hohen Stromleistungen, kapillarisch 
frische Elektrolytli:isung von beiden Seiten aus den Elektrodengefiissen, so 
dass die Feuchtigkeit des Papiers konstant bleibt. Es resultiert daraus ein 
Fliessen der Elektrolytli:isung gegen die Mitte des Papiers. Diese Geschwindig­
keit milsste ihr Maximum an den Enden des Streifens annehmen, und ihr 
Minimum, d. h. Geschwindigkeit Null, milsste in der Mitte des Streiferis. liegen. 
Die Kurwe w (gestrichelt) (Abb. 1) 1gibt diese Geschwindigkeitsverteilung 
wieder, wie sie sich nach einer bestimmten Zeit, und bei einen bestirnmten 
Arbeitsregime, langs des Filterpapierstre;ifens einstellt. Als positiv wurde 
die Geschwindigkeitsrichtung von der anodischen zur kathodischen Seite 
gewahlt. Im allgemeinen werden alle Kurven mehr oder weniger nach links, 
bzw. kathodisch deformiert, infolge von elektroosmotischer Wirkung (Kurve 
w'). Gleichzeitig wachst auch die Konzentration des Puffers gegen die Mitte 
des Papierstreifens (Kurve c), und die spezifiche Leitfahigkeit (Kurve x). Die 
Konzentration des Puffers in den Elektrodengefiissen, und gleichzeitig auch 
an den Enden des Papierstreifens, ist Co = Konst. Da sich wahrend der 
Elektrophorese, infolge von geeigneter Blockierung der Elektroden, keine 
Anderung der Elektrolytli:isung in der Umgebung der eingetauchtel}. Enden 
der Papiers bemerkbar machen darf, ist die spezifische Leitfiihigkeit des 
Elektrolyts an dieser Stelle xo auch konstant. Da die Feuchtigkeit des Papiers 
und die Stromstarke der Lange nach konstant ist, verlaufon die Kurve der 
elektrischen Feldstiirke H spiegelbildlich. zu den Kurven der spezifischen 
Leitfiihigkeit x. 

Abbildung 1 stellt die Situation dar, wie sie sich nach der Zeit i:, bei 
Verwendung eines bestimmten Arbeitsregimes einstellt. Wird die Zeit bei 
diesem Arbeitsregime liinger gewahlt, verlaufen die Kurven scharfer, nach 
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ktirzerer Zeit veriaufen sie, im Gegenteil, flacher als sie in Abb. 1 gegeben 
sind. Zur Zeit Null, am Anfang der Elektrophorese, degenerieren siimtliche· 
Kurven, mit Ausnahhe von w' in Gerade, die parallel zur Abszissenachse· 
laufen. Am Anfang der Elektrophorese ist w' eine zur Abzissenachse geneigte 
Gerade (w 0 ). Die Stromsfarke wachst mit der Zeit an. Die Gestalt siimtlicher 
Kurven mtisste daher irgendwie abhiingig sein von der bereits entwickelten 
Wiirme am p,apierstreifen, d. h . abhiingig von der bereits verwendeten elektri­
schen Arbeit A = 6.E I•, oder ftir .D.E = H'L und I = 6.E/R: 

6.E~ 
A = -- r 

R 
(1) 

(H')2L2 
A = - - --- -r 

R 
(2) 

Hier bedeutet A die el. Arbeit, LiE die Stromspannung an den Enden deS" 
Papiers, I die Stromstiirke, R den el. Widerstand des feuchten Papiers, H' 
die mittlere Feldstiirke, und L die freie Lange des P apierstreifens. H' bleibt 
bei Verwendung von stabilisierter Spannung wahren der Elektrophorese fast 
konstant, man kann nur ein geringes Absinken der mittleren Feldstiirke mit 
der Zeit beobachten, eine gute Konstruktion der Elektrodengefiisse voraus­
gesetzt. 

Offensichtlich wird die zugeftihrte el. Energie ausser <lurch Verdunstung 
auch noch durch Wiirmestrahlung und Konvektion vom Filterpapierstreifen 
abgegeben. Diese Tatsache andert aber nichts an der Behauptung, dass die 
Verdunstung abhiingig ist von der zugeftihrten el. Energie, d. h . von der 
verwendeten el. Arbeit. Daftir brauchen auch nicht die auf die Verdunstung 
bzw. Konvektion und Wiirmestrahlung entfallenden Anteile der Energie n iiher 
definiert zu sein. 

Im freihiingenden feuchten Filterpapierstreifen ist mit guter Anniiherung 
R = L/qx, wo q den freien Querschnitt des Streifens bedeutet. Die Anderung 
des Widerstandes R durch Anderung der Dicke oder Breite des Papierstrei­
fens (bzw. q) spielt bei der Anderung der Gestalt der Kurven in Abb. 1 keme 
Rolle, da die dadurch bedingte Anderung der el. Arbeit A keinen Einfluss auf 
die Geschwindigkeit und Geschwindigkeitsverteilung der Elektrolytlosung 
liings des Papierstreifens hat. Dadurch wird die Gestalt der anderen Kurven 
auch nicht beeinflusst. Ein dickes Filterpapier hat aber den grossen Vorzug, 
dass sich mehr Substanz an derselben sichtbaren Oberfliiche bei der Trock­
nung der Papierstreifen ansammelt, da es mehr Substanz aufzuniihmen fiihig 
ist, wohei das Elektroferrogramm nach Anfiirben sehr viel an Kontrast ge­
winnt. Somit ist die Gestalt siimtlicher Kurven, und auch die elektrophore­
tische Trennfiihigkeit, nicht einfach abhiingig von der el. Arbeit A , sondern 
von dem Quotienten A/q. 

Aus (1) und (2) fo1gt: 

A LiE2 
-=--X'l' 
q L 

A =(H'}2L x'l' 
q 

(3) 

(4) 

Im folgenden wird eine anodische elektrophoretische Bewegung der Kol­
loidteilchen betrachtet, die etwa am Ort, der mit einem Pfeil markiert ist 
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(Abb. 1), ihren Startpunkt hat. Eine kathodische Bewegung wiirde prinzipiell 
der anodischen Bewegung gleichen. Dabei soll davon abgesehen werden, dass 
die Beweglichkeit der Teilchen, wegen des Durchlaufens von Konzentrations­
gradienten im Elektrolyt und der dadurch bedingten Anderung des l; Poten­
zials, nicht konstant ist. Die momentane Geschwindigkeit eines Kolloidteilchens 
mit der Beweglichkeit u im elektrischen Feld ist: 

·v =UH (5) 

Die apparente momentane Geschwindigkeit desselben Teilchens am Filter­
papier ist aber kleiner um den Betrag der Elektrolytgeschwindigkeit die stiits 
entgegengerichtet ist: 

v' = u H-w' (6) 
oder : 

dv' dH dw' 
=U --- - ·· - - (7) 

ds ds ds 

Im Moment wenn u . H = w' wfrd die apparente Geschwindigkelt v' Nu1J. 
Da im Falle der Serumeiweisselektrophorese wegen kleiner Beweglichkeit u 
der Teilchen normalerweise die Gradienten der Elektrolytgeschwindigkeit 
dw'/ds grosser sind als die dazugehorigen Werte von udH/ds, wird dv' /ds 
negativ. Das Teilchen erfiihrt eine Verzogerung der apparenten Geschwindig­
keit, und es kommt letzten Endes immer zu Stillstand, wenn es nur die Lange 
des Papierstreifens und die Elektrophoresedauer gestattet. 

Eine konstante apparente Geschwindigkeit ist gegeben durch dv'/ds = 0 
oder udH/ds = dw'/ds, und eine apparente Beschleunigung des Teilchens durch 
dv'/dc > 0 oder udH/ds > dw'/ ds. . 

Bei, Fortschreiten der Elekitrophorese wird schliesslich w' > uH, und damit 
die apparente Geschwindigkeit v' negativ. 

Der zuriickgelegte Weg muss um eine vollige Trennung zu erreichen, so 
gross wie moglich gewiihlt werden, da die elektrophoretische Trennung zweier 
elektrokinetisch verschiedenen Teilchen von zuriickgelegten Wege abhangt. 
Bei der Elektrophorese in feuchter Kammer muss aber auch die Differenz der 
apparenter Wege zweier Teilchen am Filterpapier relativ gross sein. Es kann 
experimentell gezeigt werden, dass die Differenz der apparenter Wege 
ils = s1 - s2 von zwei elektrokinetisch verschidenen Teilchen um so grosser 
wird, je flacher die Kurven in Abb. 1, im Moment der Unterbrechung der 
Elektrophorese verlaufen. Aus dem Vorhergesagtem folgt, dass der Quotient 
Alq so klein wie moglich gehalten werden soll. Somit ergibt sich aus der 
Gleichung (3) (4) und s = uHt folgendes: 

a) Es ist nicht vorteilhaft die Elektrophoresedauer • durch Erhohung der 
Stromspannung ilE abzukiirzen, weil die ungi.instigen Effekte von der zweiter 
Potenz der Stromspannug abhiingen. 

b) Es ist ungiinstig, ein iibermiissig langes Papierstreifen zu benutzen. 
c) Die spezifische Leitfiihigkeit 'X. des Elektrolyts oder der PufferlOsung 

soll so klein wie moglich gehalten werden . 
An liand der bereits erwiihnten Ergebnisse konnte man versuchen <lurch 

beliebige Herabsetzung der Elektrolytleitfiihigkeit die besten Bedingungen fiir 
die Papierelektrophorese einer Substanz zu finden~ 
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Bei der Herabsetzung der Elektrolytleitfiihigkeit wachst tatsachlich die 
Differenz der apparenten Wege am Filterpapier, aber es wird uns !eider bald 
k.lar, dass praktisch eine untere Grenze der Elektrolytleitfahigkeit fiir die 
Elektrophorese jeder betreffenden Substanz besteht. Bei zu kleinen Elektrolyt­
leitfiihigkeiten wird jede der FraMionen als solche zu weit durch den elektri­
schen Strom auseinandergezogen, so dass das Elektroferrogramm diffus und 
ohne Kontrast erscheint. 

Es ist uns hier zur Zeit unmoglich eine einwandfreie und, mit den von uns 
in dieser Richtung angestellten zahlreichen Experimenten, wiederspruchslose 
Erklarung fiir dieses Auseinanderziehen der Fraktionen zu geben. 

Wegen dieses »Ausdehnungseffektes« besteht fiir die EleMrophorese jeder 
Substanz, um die Differenz der appartenten Wege der einzelnen Fraktionen so 
gross wie moglich zu gewinnen, bei gleichzeitig gutem Elektroferrogrammkon­
trast eine optimale spezifische Elektrolytleiteitfahigkeit. Aus den Gleichungen 
(3) (4) und (6) ergibt sich dass auch die Grossen Ll.E, L und -r im Falle der 
Elektrophorese in feuchter Kammer nicht willkiirlich gewahlt werden konnen, 
um nach den bekannten Elektrophoresegleichungen einen gewiinschten Effekt 
zu erzielen, weil jede von ihnen ein von der der Elektrophorese unterworfenen 
Substanz abhangiges praktisches Optimum besitzt. 

EXPERIMENTELLES 

Um den Vorgang der elektrophoretischer Trennung anschaulich zu machen, 
benutzen wir ein Diagramm (Diagramme 1-9), das wir als »Diagramm der elektro­
phoretischen Trennung« bezeichnen.* Auf der Ordinate wird jeweils der apparente 
Weg s in Zentimetern und auf der Abszisse die Elektrophoresedauer -r in Stunden 
aufgetragen. Der Ausgangspunkt des Koordinatensystems gibt uns den Startpunkt 
der Elektrophorese wieder. Alle vorstehenden Diagramme entstammen der Elektro­
phorese des humanen Serums ohne vorangehende Dialyse. Das Serumeiweiss bestaht 
bekanntlich aus fiinf Eiweissfraktionen: aus Albumin (A) und a1, a2, B und y Globu­
linen. Alle Fraktionen haben eine anodische Beweglichkeit im el. Felde. Um ein 
Diagramm aufzuzeichnen, benotigen wir vier parallelgeschaltete Filtel'papierstreifen, 
auf denen wir gleichzeitig und unter denselben Bedingungen die Elektrophorese in 
Gang setzen. In bestimmten Zeitabstanden wird der Apparatur ein Streifen nach dem 
anderen entnommen, und die Eiweissfraktionen durch Anfiirben mit Amidoschwarz 
10 B sichtbar gemacht. 

Die Streifen werden dann rechtwinklig zur Abszissenachse des Koordinaten-
. systems auf die zugehorige Elektrophoresedauer -r aufgesetz,t, und zwar so, dass 
der Startstr.ich genau mit der Abszi:ssenachse in Deckung gebracht wird. Nun 
werden Ort und Lange jeder Fraktion <lurch eine Gerade parallel zur Ordinate 
im Koordinatensystem markiert, und die Anfangs und· Endpunkte der zugehorigen 
Geraden <lurch Kurven verbunden. Alle Anfangskurven (Kurven, die die Anfangs­
punkte der Fraktionen verbinden) laufen bei -r = 0 auf die Ordinate +0,5 cm., und 
alle Endkurven auf die Ordinate - 0,5 cm., well am Anfang der Elektrophorese 
der Serumfleck am Papier immer 1 cm. breit war. Wenn wir an einem solchen 
Facherdiagramm zwischen der Anfangs und End:kurve einer Fraktion eine Mittel­
linie konstrwieren, (am Diagramm 8 und 9 wiedergegeben), gibt uns der Tangens 
der Tangentenwinkel unmittelbar die appaTente Geschwindigkeit · v' der betreffen­
den Fraktion in jedem Augenbliok wieder [siehe auch Gleichung (6)]. 

An jedem Diagramm ist jeweis duch eine gestrichelte Gerade die Mitte des 
Filtel'papierstreifens, und durch einen Pfeil die maximale Differenz der apparenten 
Wege von Albumin und y Globulinfr:aktion (lismax) angegeben. Unter jedem Dia­
gramm sind folgende Daten verzekhnet: Die Stromspannung an den freien Enden 
des Papierstreifens iiE (Wegen Spannungsabfall in Elektrodengefassen wurde fiir 

" Ein ahnliches Diagramm ist auch von Holt u. Mitarb. angegeben worden13• 
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AE 120 V, 240 V und 360 V die Klemmspannung U von · 140 V, 280 V, bzw. 420 V 
verwendent). L ist die freie 'Lange des Papierstreifens, und x die spezifische Leit­
fiihigkeit des verwendeten Elektrolyts (Puffers) hei 25oc. Das verwendete Filterpapier 
war Munktell No. 20/150. Mit Whatmann No. 1 Filterpapier wurden gleiche Resultate 
erhalten, ausgenommen im Falle von A1.1beitregime die an den Diagrammen 5 und 
6 wiedergeg~ben sind. Hier wurden infolge von bedeutend schwiicherer Kapillaritiit 
des Wha1nnann No. 1 unorganisierte Elektroferrogramme bei grosserer Elektro­
phoresedauer erhalten. Solche »wirbelformige« Deformierung der Fraktionsbilder 
haben wir im allgemeinen immer dann beobachtet, wenn die Kapillaritiit des Fi1ter­
papiers nicht zur Aufrechterhaltung der ursprilnglichen Feuchtigkeit des Papiers 
ausreichte. Es wurde ein Na-Veronal Na-Acetat HCl Puffer mit p = 8,60 als Elektro-

1ytl0sung verwendet. B ist die Konzentration des dissoziierten Anteiles der Diethyl­
barbitursiiure in Mol/Lit. Die Konzentration des zugefiigten Na-Azetats war immer 
c =BX 1,415. Bei pH= 8.60 kann Na-Azetat, infolge seiner Dissoziationskonstante, 
nls vollig dissoziiert angesehen werden, und demzufolge ist <lurch B die Zusammen­
setzung und Konzentration jeder der verwendeten Pufferl1:isungen definiert. Die 
Beschreibung der verwendeten Experimentalapparatur wird in kurzer Zeit in der II. 
Mitteilng dieser Reihe erscheinen. 

RESULT ATE 

Die Diagramme 1 bis 4 geben bei Verwendung von optimaler Stromspannung 
das Anwachsen der Trennfiihigkeit <lurch sukzessive Verminderung der Elektrolyt­
konzentration, bzw. der spezifischen Leitfiihigkeit wieder. Obwohl am Diagramm 4 
die grosste Differenz 6.s erreicht war, erschien wegen Unterschreitung der minimal 
erforderlichen Elektrolytleitfiihigkeit der Kontrast des Elektroferrogramms bedeutend 
schwiicher als im Experiment No. 3. 

Am Diagramm No. 7 ist die Diffe.renz der apparenten Wege von A1bumtin 
L·f!d y Glohulinfraktion als Funktion der Elektrophoresedauer fur alle vorliegenden 
D iagramme angegeben. Kurve 1 gibt an, <lass die maximale Trennung nach 21 Stun­
den erreicht war, und bei weiteren Fortschreiten der Elektrophorese ein »Zusam­
menziehen« des Elektroferrogramms stattgefunden hat. Kurve 2 gibt nach 21 Stunden 
eine S'.tagnierung des 6.s an. 

Die Diagramme 5 und 6 geben den TrennungS/Vorgang hei erhohter Klemm­
spannung wieder (280 V bzw. 240 V). In beiden Fallen war die PufferlOsung 
identisch mit derjenigen die im Experiment 2 verwendet wurde. Das Elektroferro­
gramm war, im Einklang mit dem Vorhergesagten, gegen die Mitte des Papierstrei­
fens (d. i. den Ort wo w' ~ O) zusammengepresst und das Diagramm der elektro­
phoretischen Trennung ist dem iinlich, das im Experiment 1 bei Verwendung von 
niederer Spannung, aber grosserer Elektrolytleitfiihigkeit gewonnen wurde. Aus 
Diagramm 7, Kurve 5 und 6 ist ersichtlich, dass eine maximale Trennung nach 13 
·bzw. 2 Stunden erfolgte. 

Bei der Besprechung der Gleichung 7 haben wir behauptet,. dass die Teilchen 
normallerweise eine Verzogerung der apparenten Geschwindigkeit erleiden, wegen 
udH/ds < dw'fds. Es liegt jetzt nahe, durch kunstliche Krilmmung der H Kurve, 
bevor die Substanz appliziert wird, die Bedingung udH/ds > dw'/ds zu realisieren, 
tmd somit eine Beschleunigung der Teilchen zu erz.ielen. Fur dieses Experiment 
verwendeten wir folgende Daten: 6. E = 120 V, L = 27 cm, B = 0,0156 Mol/Lit und 
x=0,0026 Q-1 cm-1• Vor der Applizierung des Ser ums verwendeten wir zur kunstlichen 
Krtimmung der H Kurve die elektrische Arbeit von 4900 Wattsekunden fiir. je 1 cm. 
P apierstreifenbreite. Tatsiichlich resu1tierte eine stiindige Beschleunigung der Albu­
minenfraktion (Diagramm 8). Wegen der etwas kle.ineren Beveglichkeit der a1 
Globuline wurden zufiilligerweise die zugehorigen udH/ds=dw'/ds, und es resultierte 
eine konstante apparente Geschwindigkeit dieser Fraktion dv'/ds = 0. Bei dem 
Ubergang zu a2 Globulinen stellen wir eine ·leichte Verzogerung der apparenten 
Bewegung fest. infolge von verminderter Beweglichkeit. Durch das .nachste Expe­
riment wird die etwas seltsame Bewegung der ~ und besonders y Globuline 
erliiutert. 

Bei allen bereits besprochenen Experimenten war es charakteristisch das die 
.Abszisse des Minimums der H Kurve ungefiihr mit der Abszisse des Punktes 
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w' = 0 iibereinstimmte. Theoretisch ware es von Interesse das bereits besproch~ne 
Experiment in'it kilhstlicher Krilmtnung der H Kurve so zu modifizieren, das5 diese 
Charakteristik nicht zutrifft. ·ner vor dem eigentlichen Experiment zur kilnstlichen 
Kriimmung der H Kurve dienende el. Strom, wurde jetzt in entgegengezetzter 
Richtung dtirch die Apparatur getrieben. Die dazu verwendete el. Arbeit war wieder 

1 
l ~ 

0 0 
C[ [SlundenJ, 

AE•12o V 
L• 29'"' 
B ~ 0,031'2 H•Y°Lit 
If • o,oo,J.s rLJ--·• 

1'o 2'o 2~ 
q'[Stund<n] 

O.f. ~ -120 v 
!. - 2.9-'-

~: d,;;;,! ~~Y~. 

Abb. 2.: Die Dia gramme der elektrophore ti schen 'l'rennun g No. 1-4 sind am Beispiel der Elek t ro-· 
phorese der Eiweissfraktionen des humanen ~erums wiedergegeben. Die Diag·ramme geben bei 
Verwend ung von o-p t imaler St'romspannung das Anwachsen der 'l'r enn!iih ig.k-eit durch sukzessive 

Verminderung der spezifischen Leitfiih igkeit des Elektrolyten wieder. 

Slika 2.: Dijagrami elekt roforetskog razdvajanja bjelancevina h umanog seruma. Dijagrami 1-4 
p1·ikazuju porast ra.zdvajanja komponenata sman jivanj em specificne vod ljivosti elek t rolita, uz 

pri mjenu op timaln og el. napona . 
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cca 4900 Wattsekunden pro cm. Breite. Darauf wurde die Stromrichtung umge­
schaltet, und das Serum appliziert. Bei der Umschaltung der Stromrichtung war der 
Punkt w' = O wegen Elektroosmose auf die kathodische Seite versetzt. Gleichzeitig 
blieben aber das Maximum der c Kurve und das Minimum der H Kurve an der 
jetzt anodischen Seite. Wie zu erwarten war, durchlief die Elektrophorese drei cha­
rakteristische Zeitperioden (Diagramm 9): die Ze.itperiode A, zwischen O und cca 12 

Abb. 3.: Die Diagramme 5 und 6 geben den T1·en•nungsvorgang bei erhohter Klemmspannung (2~0 V, 
bzv. 420 V) w ieder. In beiden Fallen war die Kou,zentration der Puffer!Osung identisch Jill t der­

jenigen , die im Experiment 2 verwendet wurde. 

Slika 3.: Dijagra.mima. 5 i 6 prikazan je tok ra.zdva janja kocl povisenog el. napona. U oba slufoja 
bila je koncentracija elektrolita identicna s koncentracijom iz eksperimenta 2. 
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1).bb . 4. : Diagramm 7 gib t die Differenz der ap-pa renten Wege von Albumin und y Glubulin! ra k tion 
als F unk tion der Elektrophoresedauer !Ur die vorliegende Diagramme der elek trophore tischen 
Trennung wieder . Die Nummerierung der Ku rven entsprich t den bereits angegebenen Diagrammen. 

Slika 4. : Dijagramom 7 pr ikazana je r az!ika aparentnih pu tova a!bumina i 'Y globulina kao fur:kc~ja 
t rajan ja elcktroforeze. Brojevi krivulj a. oznacu ju odnosn i di jagram elek t rofore tskog razdvaJanJa. 

Stunden, wo infolge von udH/ds < dw'/ds eine 'Verzogerung der Bewegung stattfand, 
die Zeitperiode B, zwischen 12 und 18 Stunden, wo es infolge von udH/ds > dw' /ds 
zu einer Beschleunigung der apparenter Bewegung kann; schliesslich die Zeitperiode C, 
nach cca 18 Stunden, in der infolge von udH!ds < dw'lds wieder eine Verzogerung 
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der apparenten Bewegung stattfand. Die drei zugefiigten Skizzen A, B und C 
illustrieren die jeweiligen Zustande der H und w' Kurtven. Es wurden hier nicht 
direkt die H Kurven angegeben, sondern das Produkt uH, wo u die Beweglichkeit 
eines bestimmten Tei!lchens bedeutet. Da dieses Produkt die wahre Geschwindigkeit 
des Teilchens bedeutet, gibt die Differenz der beiden Kurven unmittelbar die 
apparente Geschwindigkeit wieder. Die mittlere gestrichelte senkrechte Linie in 
den Skizzen gibt die Lage der Papierstreifenmitte, und die linksstehende gestrichelte 
Lirrie die Lag€ des Startpunktes wieder. Man kann daraus ernehen, dass auch im 
Falle der normalen A11beitsmethode wenn namentlich Hmin, w' = 0 lltild der Start­
punkt nicht ,ganz iib€reinstimmen durch solche Anderung der H und w' Kurven­
zustande, die durch sukzessive katodische Wanderung des w' = 0 Punktes zustande 
kommen kann, die y Globulinenfraktion, in viel klBineren Masse auch die ~ Glo­
buldnenfraktion, zu »S« - fOrmiger Bewegung gezwungen werden. (Diagramme 1, 
2, 3, 4, 6, und 8). Dieses ist dadurch bedingt, dass sie sich fast immer zwangsliiufig, 

® 

Abb. 5.: Diagramm 8 gibt den Experiment mit der kiinstlichen Kriimmung der H Kurve w'jeder. 
Vor der Applizierung des Serums wurde die elektrische Arbeit van 49()0 Wattsekunden flir je 
1 cm. Papierstreifenbreite verwendet. Es resultierte eine stiindige apparente Beschleunignng der 
Albnminenfraktion. Wegen etwa,s klei,nerer Beweglichkeit war die apparente Geschwindigkeit 
der n1 Globuline konstant, bzw. die n2 Globuline erfuhren eine kleine Verzogerung der Bewegung. 

Die etwas seltsame Bewegung der 13 und y Glo,buline wird durch Diagramm 9 erliiutert. 
Diagr.amm 9.: Alle Daten wie im Experiment 8, mit der Ausnahme, <lass der elektrische Strom 
liir die kiinstliche Kriimmung der H Kurve in entgeg,engesetzter Richtung d·urch die Apparatur 
getrieben w urde. Die Eleiktrophorese durchlief drei charakteristische Zeitperioden. Die Zeitperiode 
A ist durch die Verzogerung, die Periode B durch die Beschlennigung, und die Periode C wieder 

du,rch ,die Verzogerung der Bewegung gekennzeichnet. 

Slika 5.: Dijagram 8 prikazuje eksperiment s umje tno proizved,enom krivuljom elektricnog polja. 
Prije same ap'iikacije seruma urpotrebljena je elektricna ra:dnja od 4900 watsekunda. Aparentno 
gibanje albumina bilo je nbr,zano, do·k je, zbog ,nesto manje pokretljivosti, aparentna brzina n1 
globulina bila konstantna, a a 2 globnlini su se · gibali usporeno. Gibanje B i y g!obulina obja8njuje 

dijagram 9. , 
Dijagram 9.: Podaci kao i u eksperimentu 8, samo je upotrebljena st ruj a za stvaranje nmjetne 
krivulje el. pol ja bila protivnog ,smjera. Elektroforeza prolazi vremenski kroz tri karakteristicne 
pe,riode. Periodu A karakterizira aparentno nsporenje, periodu B ubrzan je, a periodu C opet 

usporenje cestica. 
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wegen kleiner Beweglichkeit, in der Gegend befinden, wo solche Anderungen· statt­
finden konnen, und ausserdem weil die Form der H Kurven, wegen der kleinen 
Beweglichkeit, filr ihre apparente Wanderung ndcht allein auschlaggebend ist. 

SCHLUSSFOLGERUNG 

Beim Durchgang des el. Stromes durch das mit Elektroly1t durchtrankte 
Filterpapier kommt es infolge der entwickelten Warme zur Verdunstung des 
Losungsmittels, bzw. zur Erhohung der Elektrolytkonzentration. Da aber die 
urspriingliche Feuchtigkeit des Filterpapiers infolge der Kapillarkraftewirkung 
erhalten bleibt, ist die Feldstarke am Papier der Lange und der Zeit nach 
nicht konstant. Demzufolge ist auch der Gradient der Geschwindigkeit der 
kapillarisch zustromenden ElektrolytlOsung nicht konstant. Fiir einen be­
stimmten Zeitpunkt kann der Verlauf der el. Feldstarke und der Geschwindig­
keit der kapillarisch zustromenden Elektrolytlosung durch stetig verlaufende 
Kurven dargestellt werden, die infolge elektroosmotischer Wirkung kathodisch 
deforrniert sind. Von da aus ergibt die Verkniipfung des Experiments und der 
theoretischen Betrachtung folgendes: 

1. Es wird experimentell gezeigt, dass eine bestimmte Substanz um so 
besser <lurch den el. Strom getrennt wird, je flacher die Kurven der Feldstarke 
und der Elektrolytgeschwindigkeit im Moment der Unterbrechung der Elektro­
phorese verlaufen. Daraus folgt, das der Quotient A/q (A= el. Arbeit, q = der 
1freie Querschnitt des Papiers) so klein wie moglich gehalten werden muss, 
bzw. die Papierstreifenlange, die spez. Leitfahigkeit des Elektrolyts und be-
sonders die Stromspannung klein gewahlt werden miissen. . 

2. Da sich die apparente Geschwindigkeit ei;nes bestim.mten Teilchens als 
Resultante von zwei einander entgegengerichteten Geschwindigkeiten darstellt 
(elektrophoretische Geschwindigkeit u · H, und die Zustrornung der Elektro­
lytlosung w'), und da diese Geschwindigkeiten in einem bestimmten Zeitpunkt 
als Funktion der Entfernung »S« liings des Papierstreifens angesehen werden 
konnen, ist offenbar ini allgemeinem die apparente Geschwindigkeit, mit 
Ausnahme eines . Spezialfalls, - n!cht konstant. Es ist von ausserordentlichem 
Inter:e.sse, class die Form der apparenten Bewegung eines Teilchens nicht nur 
von der Gestalt der erwahnten Kurven, sondern auch von der I3eweglichkeit 
des Teilchens abhangt. Das Teilchen erfahrt eine apparente Beschleunigung 
bzw. Verzogerung der Bewegung, je nach dem u • dH/ds 2 d.w'lds ist. Im 
Spezielfall u · dH/ds = dw' Ids ist die apparente Geschwindigkeit · konstant. Bei 
grossen Beweglichkeiten der Teilchen wird die Bewegung durch die H Kurve 
diktiert, bei mittleren Beweglichkeiten kommt die Wechselwirkung zwischen 
H ·und w' Kurve zum Ausdruck, und bei sehr kleinen Beweglichkeiten ist nur 
die w' Kurve die ausschlaggebende. Es kann zum Beispiel an einem identischen 
Ort und im selben Zeitpunkt ein Teilchen mit grosserer Beweglichkeit eine 
apparente Beschleunigung erfahren, wahrend ein anderes, mit kleinerer Be­
weglichkeit, gleichzeitig eine apparente Verzogerung erfahrt. Dieses -ist bei 
allen anderen Elektrophoreseverfahren unmoglich. Dadurch wird auch die 
gute Trennfiihigkeit der Elektrophorese in feuchter Kammer, und besonders 
die Trennung der a1 Globuline von der Albuminenfraktion, bei Voraussetzung 
einer zweckmassigen Auswahl des Arbeitsregimes, erkliirt. 

Wenn wir uns alles, was vorher gesagt wurde, und besonders noch die 
Tatsache, class praktisch eine untere Grenze der verwendbaren Elektrolyt­
leitfiihigkeit besteht, vor Augen halten, konnen wir behaupten, class fiir die 



216 ZVONIMIR PUCAR 

Elektrophorese jeder einzelnen Substanz eine optimale Elektrolytleitfiihigkeit, 
Stromspannung, Papierstreifenlange und Elektrophoresedauer besteht. Die 
Trennfiihigkeit zeigt also ein aussgespochenes Optimum. 

Der experimeilltelle Teil, der die erwahnten Beziehungen am Beispiel der 
Serumeiweisse1ektrophorese illustrieren sollte, ist <lurch die Diagramme der 
elektrophoretischen Trennung wiedergegeben warden. 
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IZVOD 

Prilog upoznavanju elektr'Oforeze na filtarpapiru metodom vlame komore. 
I. Elektroioretsko razdvajanje komponenata. 

Zvonimir Puear 

Koliko . je nama poznato, nema do danas literature o fizikalnim promjenama, 
do kojih dolazi na samom filtarpapiru za vrijeme elektroforeze u vlaznoj komori, 
a koja bi dala barem osnovan uvid u proces razdvajanja, ik&o i principijelnu 
moguenost :Postavljanja prognoze nekog praiktickog eksper.jmenta. Prikazan je jedno­
stavan nacm, kako se ova praznina u poznavainju metodike moze upatpuniti. 

Pri prolatenju elektriene struje kroz filtarpapir, koji je natopljen elektro~ 
litom, dolazi zbog razvdjene topline do isparavanja otapala, odnosno do poveeanja 
koncentracije e1ektrolita. Buduci da se prvobitna vlafoost filtarpapira za vrijeme 
elektroforeze podrfava djelovanjem kapilariteta, nije jaikost elektricnog polja po 
duzini papira i Po vremenu konstaintna. Zbog toga nije ni gradijent brzine kapi­
larnog strujanja elektrolita konstantan. Krivuljaima se moze prikazati jakost 
elektricnog polja i kapilama brzina elektrolita u odredenom momentu u ovisnosti 
o mjestu na filtarpapiru. Te su krivulje zbog elektroosmoze vi.Se ili manje defor­
mirane prema katodnoj strani filtaripapira. Uzevsi u obzir eksiperiment i teoretsko 
razmatranje izlazi: 

1) Eksperimentalno se moze pokazati, da ce se djelovanjem el. struje odre­
dena supstacija to bolje rastaviti na komponente, sto je tok krivulja elektrienog 
polja i kapilarne brzine elektrolita plosnatiji u momentu prekidqnja elektroforeze. 
Izlazi, da kvocijent A /q (A = el. radnja, q = slobodan presjek papira) treba drfati 
sto manjim, t. j. upotrebljena duZina papirne trake, specififoa vodljivost elektrolita, 
a naroeito upotrebljen el. napon mora biti Po mogucnosti sto manji. 

2) Buduci da je aiparentna brzina neke cestice na papiru rezultanta dviju brzina, 
koje su protivnog smjera (elektroforetske brzine u.H, i brzine eleiktrolita w'), a jer 
se spomenute brzine mogu u odredenom momentu smatrati nekom funkcijom uda­
ljenosti na filtarpapirU »S«, Ocito je, da a.parentna brzina cestice, OSim U jednom 
specijalnom slueaju, ne ce biti konstantna. Od narocitog je interesa ,da oblik gibanja 
cestice nije samo funkcija toka s,pomenutih krivulja, nego zavisi i od same pokretlji­
vosti cestice. Cestica ce dozivjeti aparentno ubrzanje, odnosno usporenje, vec prema 
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tome, da li je u. dH/ds "2 dw' /ds. U specijalnom slucaju, t. j. kad je u. dH/ds = 
= dw'/ds, aparentna brzina cestice je konstantna. Ako je pokretljivost cestica velika, 
gibanje je diktirano krivuljom jakosti el. polja, kod srednjih pokretljivosti dolazi do 
izrafaja uzajamno djelovanje H i w' krivulja, a kod vrlo malih pokretljivosti oblik 
gibanja odreduje samo krivulja brzine elektrolita. Tako se moze, na primjer, na 
nekom mjestu u isto vrijeme neka cestica s veeom pokretljivoscu gibati ubrzano, 
a druga s manjom pokretljivoscu usporeno. To je kod svih ostalih metoda elektro­
foreze nemo.guce. Time se moze protumaciti dobra moc odvajanja u1 globulina od 
frakcije albumina. 

Uzmemo li u obzir sve, sto je naprijed bilo receno, ukljucivsi ovamo i cinje­
nicu, da se praktioki ne mogu upotrebljavati elektroliti po volji male vodljivosti, 
mozemo zakljuciti, da za elektroforezu svake pojedine supstancije postoji optimalna 
vodljivost upotrebljenog elektrolita, optimalna duzina trake filtarpapira i optimalni 
el. napon. 

Eksperimentalni dio, koji ilustrira razdvajanje smjesa liofilnih koloida na pri­
mjeru bjelancevina seruma, prikazan je pomocu dijagrama elektroforetskog razdva­
janja. 
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