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Elektroioreza na papiru I. 

Utjecaj vodljivosti pufera na stupanj rastavljanja komponenata smjese 
proteina 

IV AN BERKEs .~ VINKA KARAS 

Do sada su se za elektroforezu na papiru primjenjivial.e samo tri me
tode: Po Durrumu1), .kod koje j.e .papirna fraka preba1cena preko sfaklenog 
stapa i svojim krajevima umocena u eiektmdne posu1de s puferom; po 
Cremeru i Tise1iusu2), koi:ii izvode elektroforezu na paph-u rnedu sfaklenim 
plocaima uiz hltad.enje kloribenizenom i konacno eJektroforeza UJ horizontalnr0-
sJobodnio oibjesen.oj iraki u vlafooj ko1mori, lkoia je na.jstarija; a potjece 
od Wielanda3), 

Nacin rada po Darrumu1) prihvaHli s:u Fly:nn .i de Mayo4~, koii su tu 
metodu dotjerali do VTilo foene kvantitativne1 klinicke metode. Metodu 
Cremera i Tiseliusa koriiste Mills i Srn:ith5) za odvajanje enziima, a Schwarz6

) 

za odredivanije pokrefaosti i izoelektricne· tocke k1onj1s:kog serum-a;lbumina. 
laiko smo i mi.7), 8), prije radiH na taj naiCin, a i s1 nesto modiHcira1110m apa.
ratul'om, mi .smo g~ iz vise razloga napuistili. Wieland j.e Illa horiizorntalnof 
trakJ u vlaznoj komori proueavao naiprije jonoforezu aminokise1ina3), a 
za-tim sa Hscherom9

) i njihove komplek·se s ha.horn. Bi1serte10) odvaja na. 
taj nacin ne samo aminokiseline nego i poilipeptide. Turba i Enenkel11

} 

i1spitivaH su ljudski s1enun. Wi1eland i Wirth13
) prvi predlafo, da S•e serum 

aplicira u fonni crte umjesto u for.mi kapi, koja ostavlja okruglu mrlju, 
jer je rastavljanje pojedin:ih proteina u formi tanjih ili debJ'j,i:h crta potpu
n:iije nego mrlj.e od mrlje, Grasismann i Haltlil1'i•g14), Grai.s1slilliaJIJJil Ham1g i Kne
del15), Grassmann16) j, Knedel17) usavrsili SU ovu metod'Ul boj1ad!isamjem pro
tei:nskih frakcija u elfe.rogramu s boiom Ami1doschwa:rz 10 B i direktnim · 
fotometriranj.ern na papiru. Takova se aparatma mofa kupiti18). Pored ovih 
autora Wallenfels i Pechmann19) odijelili su po ovoj metodi amilazu, pro
teinazu, lipazu ~ fosfatazu. Kashiwagi20) razdvoj-~o je .kod pH 4-5 iz: 
Doillaggio pozitivnog uirina 2 proteinske katodne frakcije. 

Kod svih dosadasnjih publikacija o elektroforezi, na pap1ru navede111i 
su UJslovi, pod' kojima su autori radili. Nigdje se medutim n:e nalaze po.dad, 
kakove bi po1greske i promfe111e nasfale, ako bi 1se od navedenih uslova od
shl1p1i10; u kOililko su: ·oni ne·gdje i nav·edeni, ce·s·t.o. su nedovoljno obrazlozeni i 
oskudni. Kritickih studija metodike naroci1to s1 obzirom na fizikalno-ke
miijsku i teore:tsku analizu samog proceisa gotorvo nema. Zat-0 je svatk0> 
koii je hti.01 dai primijeni e1ektroforezu na. papiru na svoja specijalma i1stra
zivianja iz hiilo kojeg podrucja prot einske kemije·, bio prisiljen, da pocne
gof.ovo iz pocetka. Buduc':i1 da je vecina istrazivaca nastojala, da svoju me
todu udesi za rutinsku analizu seruma ljudske krvi, 6me se u ostalom 
veci 1dio efoktroforetskih istraziva1ea i bavi·o22

}, zanema.reno je ne ·sam<> 
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ispitivamje fi,zilkalno-kemij·skih pojava kod elektroforeze na papiru, nego i 
prindpijeJnih razl~ka izmedu ,gomjilh t1riju me1t'odika ,rada. Jedini ~e Dur
rum1) iznio vrlo zna:eajna opafanja, a \kasnije22), i krWokUJ perspektivu 
.svoje1g nacina rada 1i rada metode Cremer-Hs·eliusa. 

Cilj je owe radnje, da. izneise rezultate, koje smo p,o.stigli sfatematskim 
ispitivanjem ufoge vodljiv0:st:ii na stupanj razdvajanjia komponenata smjese 
pmtei:na, kao prvi dio proufavanja fizikalno-kemiijskih promjena kod 
·elektroforeze na papiru. 

EKSPERJMENT ALNI DIO 

Kod na.Sih ispitivanja s:luziili smo se metodom e.lektroforeze na hori
zontalnoj traki. U drvenom okviru 54X24 X 10 cm smjestene su dvije sta
k ,lene place 24X9.5 okomito u udaljenosti od 30 am i jedna horizon.tal!na 
staklena pfoea 30 X24 u viisimi od 5 cm od dna, tako da sa staklenim 
poldopcem zatvanju komoru 30X24XS cm. Preko ruho·va okomitih ploea 
nategnute SU dvije do pet traka filter papira (Wha1tman 1) 4 cm sirine 
i 45 cm duzine tako, da se krajevi umoce u elektrodne po·sude postavljene 
ti!k staklen:i.h ploea (v. sliku 1). 

SL 1. 

Na anodnoj i katodnoj strani nalaze se po dv~je posude od jugovinila 
'(PVC) 25XSX5 cm. Prva posuda s puferomi, u koiu su umoceni krajevi 
:paipira spojena je elektrolitsikim mosfom s drugom. (»U« cijev •S vatom). 
U drugoi se posudi s puferom nalazi eiektroda u. staklenoj »L« cijevi, dolje 
ta1wder zatvorenoj vatom. Katoda je uigljem stapic, a anoda od platine. 
C~eli ~e uredai p·okriv·en staiklen-0m ploeom, ko·ja lle:zi na drvenom okviru. 

Kao izvor struie sluzi obicni Philipsov ispraivljac, koji daje prilieno 
jeid!noliikiu lilstosmjerntU: s'truju. EkS!peri;ment .~;.e postavlj,a, taJko, <la se pa
pirna traka umoci u pufer, ociijedi, nategne preko rubova staklenih ploea, 
i krajev:i umoce U. eJ.ektrodne posude, :koje SU do polovine napunjene pu
ferom., Isto se tako napuni i drugi par puforskih posuda. Nia mjestu 6 cm 
udalienom od staklene pl.oce katodne strane, oJo,vkom se na traki una
priied oznaci m}e·sto, gd)e ce se aiplicirati smjesa hje,J1anicevina. Nakon sto 
se ostavmo, harem 1 s:at, da se vlaznost papira u komori ustali, pusti s.e 
iz piipeite 0,01-0,02 ml ispitiivane otopine (koja mora sadrfav.ati 6-80/o 
·proteina) povla.ce.ci polagano u popreenom ·smje.ru pap:iira. U-e.Jektrodne se 
posude stave elektrode, drveni okvir pokrije staiklenom. plofom i ukljuci 
struja. U krug . struje stavi se miliampermet:a.r iii plinski kuJome1:ar. Plin
sk~m se 1mfometrom moie kontroliirati, da li je za vrijeme ek!Sperimenta 
bllo prekida struje gradske mreie23) . Pad potencijala mie1ri se voltmetrom 
velikog unutamjeg otpora ili cijevnim voltmetrom na krajeviima horizon
talnog dijeJa trake, dakle od jedne •staklene, ploce do druge (30 cm). Eks
perimenrt traje 16 sati. Svi su eksperimenti vrseni kod sobne tempera:ture 
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( cca 23°C). Kad se struja iprekine, horizontalni se dio traike otkine od kra
jeva i sitavi na isusenje u tennostat na 100°C. Osusena se tr:aka bojadise 
bromfenolnim modrilom2

),
4

) iii crnom boiom Amido,schwarz 10 B1s), 4). Kaio 
primjer rastavljanja proteiniskih frakci~a 1da1jemo ellferogram ljudskog se
rwma (sil. 2). 

SL 2. 

D 
Utjecaj pH pufera. Kod slobo1dne elektrofo~eze po Tiseliusu (vidi prikaz 

-na nasem j,e·ziku)8> m11ogo je istr:aiivaea ispitalo utjecaj pH pufera na od-
-vajanje fPOjedinih komponenata seruma i plazme24), 25). Puferima iste jon-
ske jakosti moie se odvojiti najvise komponenata kod pH 7,8 do 8,9. 
{Jlobulin a1 ne mofo se odvojiti od aJbumina u ldsel:ij,em puferu od pH 
i,2. Albumin se kod pH 4 do 4.5 dijeli barem u dvije frakdje (A1 i A 2). 

I mi 1smo kod elektrofor1~ 1ze nia piap1ru uv:idij1di da se a1 ,ga1obulin lakis1e .odvaj:a 
u puforu pH 8,6 do 9. Albumin (Harvard) kod pH 4 putuje katodno, 
Jrakic:ija 1se razv:laci , ali potpuno odva.j,anje A 1 od A 2 nismo pos:tigli. Kod 
.elektroforeze je neophodno potrebno,, da 1Se odriava sto foornsfantnija kon
·CCntracija H-jona, jer promjena pH utjece na pokretnost koloidnih cestica. 
Zato smo i mi ra:diJi sa veCim kolicinama puf era, a uz to smo i same 
elektrode udaljili fako, da 1smo ih stavili u dmgu posudu i u posehno 
·odJiijeljeniu cjeVicicu. Na taj smo naicin posHgli, .da se pH puifera, Ui koji je 
umocen kr.aij irake, nije promijenio vise nego za 0,05 pH. 

Utjecaj vodljiivosti pufera. GllaJVIl!~ j1e ohlj ove1 raid1r1je biilo, da poika:Zemo, 
ko ji fakto 1ri utjecu na ostrij.e i pr1ostomo udaljenije rastavljanje (separabi
lity, Auflosungsv:ermogen) pojedinih kompoo,enata smjese pl"oteina, jer je 
ta cinjenica 0id presudne vaznosH kod elektroforeze ma pap1ru. Mofo Ii 
se fiksiran,jem nekih velicina unapri:jed odrediti, da fr:akcije budu ostre 
i dobro odvojene (kao sto je to potTehno kod d!irektnog fotometri[l"allja 
na pa1p'ilru15) i kod ~zrez~rvanja oijelfuh poj10dfurnih f:ralkcija· i njihiovog eluiilran:ja 
i fotometriranja) 11) ili naprotiv daleko prostorno r:aista1vljarnie 1Sa difuznim 
zon:acrna, 5to je pot'l'lelmq kad 1S<e traike re.fo ru podjedinlaiko M!'oike vnpoe, 
eiLuliiraj!ll i fot1omclriraj,u,2),4), OIIlida sie time dmid dektrofor:eiz,e rr1Ja paipiru do
-biva znaeaj:na po1I1J0c. 

OpaziH mo, da neke vrsite pufera kao na pr. veronial-veronal Na µ.=0,1, 
:pH 8,6 g,ofovo dvaput bolje rastavlja pojedine komponente krvnog semma 
nego drugi puferi kao na pr. Michaelis pufer iste jonske jakosti i istog pH. 
-Ovu smo pojavu podvrgli sistematskom ispitivanju i dosli do rezultata 
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da je u elektroforezi na papiru vodljivost upotrebl1enog pufera osnovni 
fa.ktor, koji urtjece na rastavljanje komponenata smjese prote:i!Tha . . 

Polazeci od cinjenice, da pokretnosti koloidnih j.arna nisu linearno
propordornalne s vremenom1) 22), narocito kod ,duljeg trajanja eksperimenta, 
uzeli smo razmak iizmedu alibu1minske i 1-globulinske fraikcije 1dohiven 1l'. 

ek1sperimentu, koji je trajaio 16 sati, kao mjeru, prema kojoj smo mogH 
uspore-divati razlicita rastavljania. BiljeziH smo pad pote.ncijala po cen
titmetru na pocetku i zavrsetku eksperimenta i uzeli u ~acun STednje 
vrijednosH. Eksperimenti ;su vrseni s normalnim ljudskim 1serumom. Na 
bojadisanoj tra.iki izmjerena je u centimetrima udaljenost od S'redine albu
minske do srndine 1-glo1bulinsfoe· foakdje. Ovu udaljenost zovemo D; 
mote se doda.ti i indeks »16« sto ozniaieava V!1ijeme rastavljanja od 16 
sat'i (D16). ' • 

Usporede li se same velieime D opafa se, da vri jed.nosti D :ras.tu sa. 
snizenj1em vodlljivosti pufora. Lo1gi.cno je, cLa t11 medViu manje v:odljivos;ti 
ko1laitdni joni, amaju veci udio Ui prenosu struje i , dia ce. iilm prema tome po
kretnost ibiti vet.a. Znamo da je pokretnost f.unikciija s1istemu nametnutog 
elektri0no1g pol ja: 

U = £ (H) 

i da ce prema tome kod vece voltaze po cenHmetru .traike 

H = V/cm (H) 

i rastavlianie biti vece. Odnosno eksperimenti izvedeni u razlicitom gra
dientu potencijala mogu se us1poredivati1, ako s.e dobiivenili ·raizmak D po
dij1eili s pa;dom potendjala po centimetru traike ipapira i vremenom trajanja 
ekspe:rirrnenta (sati) : 

(HI)' 

Na ta,j naeim dobirvamo sposoibnost raistaivljanja1 UR (sepa.irahility) a t0o 
ie :ras1tav!ljainje u porlju 1 volt po centimetru u jednom sa:tu. Ta veliC:illlia ima 
dimen1Ziju cm2/voH.-sat, i po dimenzij1i odg·ovara pokretnosti koloi.dne 
cestice. 

Stave 1i se navedene vrij.ednosti za UR kao ordinate iprema ,specificnoj 
vodllj:iivosti x upotreibljenog pufera, doibfuva se krivulja, koja. poika:zuje ne 
saimo pravilnru ovisnost pokretnosti i rastavljanja, ne1go i ne.upravnu pro
poroionalnost s vodljiv.osti pufora. Konaeno se tiiz ikriVUJlje mo~e uv<ijek odia
braiti, hiilo koje se rastia:v:lj!anje ~eH postiCi hiranjem pufera odgovarajuce 
vodJljiviosti. Mi smo is.pitali raistavljainja u razliicitim razreden~·ima kod 4, 
pufera. Michaelis pufe.r24) µ. = 0,18, ver·ona1-v.eron.all-Na µ. ~ 0,14, fos.fatni 
purfer (So:r.ensen) µ. = 1,2 1 boratni pufer (112,4 g H3B03 , 56 ml n-NaOH, 
150 ml m-NaCI), µ. = 1,07. Svim ovim osnovnim otopinama hio· je pH = 18,6, 
a nize 1koI11centracije dohivene su adekva:b:iiim razreidiv,anjem. Krivwlie su: 
r~ultat n.ekih 100 eksrperimenata.. · 

Ako :iizraeunamo vriijednosti za UR kod :razn.ih puifera, iznenaiduje sla
ganje u vri1jednostima kod ~ste vodlj1ivosti. Ta cinjen1ca j.os vi.s.e dolazi do 
izrafa ja., aiko ikrivul je UR prema x za ra:zl~C:ite pufore UIIllesemo u iisti 
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<li.agram. Na :t.ruj se na.Cin dobiva niz bliz:ih, paralelnih krivulja. Mi smo 
uzeH srednje vrij,ed.nos1ti i pirikazali rasfavljanja jednoan krirvuljoan. (sJ. 3). 

U literaturi se uvrij,ezilo, da se za pufere, koji se upotrehljavaju kod 
-elektroforeze s opHakom rngi1stracijom, navodi jonska jakost .kao nj,egova 
kairakteri1s1tllika. Ta se' praksa: prerui,j,eila i na elektroforezu na pap~ru. Da ona 
neana nairoeiltog smi:s!la,, vid.i se po tome, ako gra.ficki pritkaze:mo ovis.uost 

J3 

SL 3. 
02 

O.f 

100 500 

rastav:ljaI11ja UR o jonskoj jakosti µ. (s11. 4) kod. raa:liCitih piufera, pa dobi
-vamo po1s1Ve odvojene nekoherenme krivulje. To znaci, da je rasitavljanje u 
-razlii!citim puferima iste jonske jakosti raizlicito, a pre:ma toane i .pokretrriost 
koiloidrnih jona. Pre:ma tome, ako za neki pufer na.:lazimo navedenUJ njegovu 
jonsku jakost, znamo samo to, kailw ga moiemo prirediti, a neznamo, koEku 
ee poikretniost u njeanu razvHi izvjesni koloidfil, jon, a jos manje, kakolV'll 
jonsku jakost treba da ima neki drwgi pufer, da isti koloidni jon pokaze 
u 1I1jemu i:stu poikretnost. Uspore.diva1I1jem spo,sobnosti rastaviljanja prema 

u. 

43 

.91. 4. Q2 

111 

0.1 0.2 0.3 a+ as 

jonsiko;j jakosti ra:zlicitih pufera je daMe neprovedivo. Uzmemo Ii na pri
mjer boratni pufer µ. = 0,1 pokaza't ce s:e, ,da mu je vodLjivost fako mala, 
dia.< kod eJeiktroforeze uopee ne odvaja pojediniih frakcija; Michaelis pufor 
ove &ste jonske jakosti na,pmtiv vrlo d01brn rasi1:avlja .. Ako se uspored.e 
rastavljania u raziHcitim puferima iste .specificne vod.ljivosti rezultiraju 
iste virijednosti 'i a1I1a:loigni elforogrami', SI. 4 rprlkaizuj1e oiVliisniOslt raistaivljan.ja 



78 I. BIERKiES i V. KARAS 

UR o ~onslkoj jakosti. Kri.Jvulje za rame piwferie: borraitni B, fosifatni P, verro
nia.1 V i MiichC1Je1is M. 

Pr.imjecujemo, da smo UJjedno d0tkaza.U, d:a se s fosfatnim puferom 
dobivaju isfo tako uipotreibljivi rezultaH kao i sa Michaelis puforom od
noSIIl!o veronal-ve:ronail-Na puforom, suiprrotno twdlenju .ranijih eksperimein
tatorra, koji· su fosfatni pufer odbacili kao neprikladan. 

NadaJl~·e smo s ·istim uspjehom uveli i horatni pufer te na~lai5avamo,. 
da se .sCIJ •sva;kim puforom maize ra;diti, u koliko taj :ima. odgovarajucu 
vodli11vost. 

Ako pufersupsta111ce ima.ju malu. topivos·t, pa se ne mogu pripremiti u 
koncentracijama odredene vodljivarsti, ova se moie posHCi dodatkom na
trijevog k1odda iii koi·e druge natrijeve soli (boratni pufer). 

Dl!SKUSIJA 

Za vrijeme elektroforeze mora se traka papira rpromatrati dinamicki. 
Tu trelba ochnCl!h nagl.asi'ti, da izmedu Durrumove i Gra~smann-Hannigove 
me.fade .s jeidne strane· i Cremer-Tiselliusove s dru.ge strane, postoji princi
pijelna razlika. Prve dvije rnetode rade :bez direiktnog hladenja u vla.ino:j 
k·omori, gdje se voda; iz trake ·stalno :isparava i prema fome .puif er kon
centrira, a treea radi medu staklenirrn: .plocama hladen1im klo·iibenzenom i 
kod ove prakticki nema zagrijavanja !i.: gubitka vlage. Kao sto smo vec 
rarriije nay;eJi, mi smo naiprije radili po metodi Cr.emer-T.iseliusa i dobivali 
upotrebljive rezultate, a:H smo kasnije odustali ·od tog naci.na rada iz vise 
raz1oga. Smetafo nas j·e brze purtovanje .prnteina u:z ruib trake i usilij.ed toga 
nastalo supeiipon.ira1llje frakdja. Taj poznati »edge .effect«, koii s.pominje 
i Dwrrum22

) veiika je •smetn,ja kod kvantitatiivn.og e:valuiiranja. U koliko se 
taj efekt zeh sp.ri:j.eCiti, sfo ie narncito pozeljno kod odredivanja pokl'et
nosti koloidnih joina, mogu se uzeti i sire trake i promatrati putovanje po 
sredini. Kord uzih rtra.k.a rnoze se »rulbni eifekt« o·bkJloruiti ispUIIl~avanjem 
pros.tora od kraja trake do ruha staklenih ploea uskom vrpcom i1sfog pa
pira im:pregniraniom sili:koinskim mazi:vom. Daleiko je je.dno:stavnij.e donjru 
pfocu U!Zeti od prikladne plasticne maise i utisnuti ili izblaniati! foliko plitki 
kanal, kolika je debljina papira.. Mi smo takoder pokufaili sprije.Ci:ti taf 
efokt time, sto smo mbove p:apira paraHnirali, no Hme taj prolblem ipak 
nlsmo djesili. 

Dal:jnja poteskofa te metode lezi kod va.djenj.a paprra 'izme·d:u pfoea, 
jer se ne da zamisliti, da dfo proteina ne 0 1stane na.r .samim plocama. Da se 
to 1sprijeci, p·redlaze se mazanje ploca kapiilarno neaktivnim tekucinama 
(antiwetting agents). Ako k sv•emu tome dodamo, da je· a.paxatura po Cre
mer-Tiseiliusu kom.IP'liciranija od ostalih, .da ~e klo:r:be1nz.en, pored navoda 
u literaturi o njegovoj ne.otrovnos.ti, vrlo n:eugodan i konacno, da je spe
cijalno za nas nahavka ori,ginaJnog pe1t.erostrukog Munktel 20 papira: 
gotovo nemoguea, onda je razumljivo, da smo. bili prisiljenii, da predemo 
na mno~o jednostavniju metodu, koia radi na silobodno objesenoi traki 
u vlainj komorri. · 

Ra1zni SIU aurtiori poka1z:aili4• 15• 16• 17) I dia pos:toj~ ~ lroid OiVe merod:e diobro· 
slaganje s rezultatima dobivenim s velikom .elektroforetskom aparaturom, 
a takoder i dohra reproducihilnost. Samo zagrijavanje papira i opasnost 
alteracije proteina, nije najslabija strana. ave meta.de. Vece se poteskoce 
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pojavlju~u jedino kod analize pokretnoisti koloida, rastavljanja i identifika
cije ne,poznatih ko1Il(ponenata .smjese i to us:Eijed stvaranja gradienata 
vlaznosti, · koncentra:cije elektrol:iita, pH, a s1 tim u vezi i pojave nejedno
like vodlj1ivosti duz trake, a ~sto tako i razlicitog pada potencijala. Buduei 
da kod metode po Durrumu, gdje :su tra:ke strmo obj.esene, dolazi pored 
navedeniih pojav:a jos ·do iz.rafaja i utjecaj sile teze na strujanje i kapila:rni 
uspon pufera u traki, mi smo odabrali rad na horiz.ontalnoj traki, da 
harem jed:an .suvifoi utjeca:j eiliminiramo. 

Kad se navlazena traka sµoji s izvorom st1ruje, odmah i is.todobno, 
nastupaju 1slijedece pojave: 1) isparavanje vlage iz papfoa; 2) nadoknada 
ispa·rene tekucine kapilarnim siforuranjem iz katodne i, anodne puferne 
posude; 3) elektiroforeza koloida; 4) jonoforeza ka:ticmai i aniona i 5) pro
mjena vod!ljivo•sti u traki i promjena gradien1ta potenie.ijala uslijed gore na-· 
veden:ih ra!Zlog-a 1), 2), 3), 4). 

UsHjed sifoniranja pufera s katodne strani!· nofoni su aplicirani pro
teini (6 cm od katodne strane) prema sredirri, a istodoibno 1se frakcije po
cinju rastavljati uslijed djelovanja elekt.rienog polja. Posto .je stmj.a te.ku
cine na mjesitu a.plikacije jaea od endosmoze, y-globUlin se nalazi konaeno 
uvijek anod'110 od starta:. Stavi 1i se serum i1li smje1sa protedna na sredin~ 
trake i kod nase metode bit ce pomak y-globuilina pr;ema ka:todi. Mi smo 
polaznu tocku stavili u blizini katodne str:ane, ·da bi pojedine fra.kcije imale 
sto vise mje1sta za rastavljainje prije nego sto sHgnu do »barijere«, koia 
se na.lazi u blizini anodne str.aine kraja pap:icra .. U •stvari barijera, za koju se 
smatralo, d:a: na·staje uslijed promjena fooncentradje IPufora 111 traki i .s;pre
eava da najbrie frakcije ne mogu da otputuju sa papir.a ma kako dugo 
trnjao eksperime:nt, ne postoji u tom smi·silu. Pokazano j.e kod amino-kise
lina28), da nakon .odredenog vremena .dolazi do ravnoteze pokretnosti i da 
Sle po·j·edi:ne ammo·-ki1s1eliine nia lmrncu eksrperimelIJJta inaJla:ze n:a :iideinlt:ion:fan 
udaJjenostima od krajeva papira bez obzir-a na start. Argi111in, koiemu je 
pokretnost veca nego strujanje tekuCine iz puforskih posuda, otputo;vat ce· 
sa paip:ime trake (kod rpH 2,6). fako su rasfavlijania u odredenom puferu 
jednaka bez obzira aplici:ra li se proteinska smjesa na sredinu trake ili na 
krajevima, kod protein.a jos ni.smo opaizili, da ·se ipojedine frakcije ko
n.aeno nalaze na posve identicnim mqestima. Dob:iva se utiisak, da: stru
janjai tekuieine u traki, naistaju 1i usilijed k~rlarirt:e.ta paipira: ~H e:ndo.
sffic,z·e, prenose trans.Iaciono cjeifoik'l.ljprnu ·el.eiktroforetsku sltilku sfo ko
na6no ,diOfVodi do g101ve na;v;edenoig rezu1lita:ta t. j. piraiktiictke neovti:snos.-tri 
rastavljania o mjesitu starta. Smetnje na1staju samo s puferima male, vodlj.i
vosH (.dakle velikog r-asfavljanja), je,r su razrijedeni ~ malog puforskog ka
paciteta, pa nakon nekoliko sati dolazi do pvomjene pH pufera, koii kvari 
sliku elf emgrama. -

Pvemda mzult.ati dolbiivellli na osnovu mj·erenj:a: jedin.i.oe .rasta:vJjanja 
UR i njene ovisnosti o vod1jivosti pufora pokazui111 ocitu zakonitost, ipa1k 
treba drza:ti :na umu, d:a svi naisi osnovni. po.dad, sadrze eksperimentalne 
pOig,:r;eske. Udal jen.ost D medtll sredimama1 fratkci ja album:i1na i y-ig.l.obulina 
mjerema je po :iindiv:iidua1lnoj ocjenii. Napeihosit :struje uzeta je na ba!zi jed:no
stavne aritmetioke sredine po·cetne i k10nacne voltaze,, Kod odre:divanja vre
meaia fra.janja eksperimen1a s[u~iili smo se oibienim ruCnim satoan i zato smo 
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u fonmulu (III) u~eiH kao je.dinicu sat, u:mjesto sekunide. Pored s:vih ti.h 
.apr0iks1imacija, dobili smo reprodudbilne rezUJltate. 

Da bi gomje positavke jos holje potvrdilli i doibiJi definitivne . vri;jednos.ti 
u toku su egzaktni eksperimernti s izv.orom struje sta:bi1izirane napetosti. 

Treba upozoriti, da je neophodno potirebno, da kraa·eVli piapimih traka 
budu odvojeni od elektroda pouzdanim laibirint-sistemom. Piiomijenjeni 
pufer na elektrodama ne smi~e da dode u kontakt s umocenim krajevima 
papir:a:, Taj je problem vrlo doibro rijesen kod Gr:as:smamn i Hanndll1!gia15), 

gdje se elektrode nialaze u j.ednoij posudi, a trake su umocene u drugoj, 
-dok SU posude spoi1ene porozn:im glinenim stap.icem. Ovakorva je a:paratura 
zgodna za mtinski rad, kod koje,g se uvijek radii s istim pufeT'om. Za nase 
€ksperi.mente, gdje smo kod ·svakog pokusa mijenjali, ne samo koncentra
~iju pufera, ne1go i vrste pufera, morali smo dvije pufersike posude spojiti 
elektroli.tskim mostom, stak[enom »D« cijevi ispunjenom vatom i navlaze
·nom i•stim puferom. 

Mnogi su ·se autori trudi.H26) 27) da potvrde mogu.6no1st odredivanja 
pokretnosti aminokiselina kod ovog na.Cina eksperim~ntiranja. Posto su 
mjerenija vrsili samo do 6 sati trajanja, vjerojatno je, da kod tako kra:tkog 
toka s.truj-e posfofi proporcion:alnost putovanja s vremenom." Dokazan>0 je 
bas kod aminokiselina.28), da izmedu gore navedenih faktora: stmjanja 
tekucine s anodne1 ii katodne strane, endosm:oze i pokretinosti, dolazi ko
nacno do ravnoteze, pa se poiedine aminolkis:eline nalaze na rdenticnim 

:mj·e,stima bez obzira na start. Prema obrazlaganiu Durrwma22
),

28
) dolazi do 

1:e ravnote.ze poikretnosti onda, kada koloidni j1oni ko1ji pod utjecaijem elek
iriCniog p·o[ia putujUJ pmtiv ·struje tekucine (u naisem s'liueaju je ova na 
anodnoj strani po.j1aeana elektroendosmozom) u svom »plivanju protiv 
-struje« iz~ednace svoju brzinu <S brzinom ·stru~e tekuCiine, 

lzmeidu upra.vo navedenih eksperimenata26) 27) vrfonih u horizontalnoj 
trnki i drug:ih28) u strmoj traki ne smije se povuC'i jednostavna analoglia. 
Ipak cemo napomenuti, da smo sliene pojave opazili i kod nasih ekspe
rimenatai. Premda s aminokiseJinama jos nismo radi1i, u1stanovili smo da 
i kod proteina postoji u prvo vrijeme proporcionalno p'llito·vanje s vre
menom, sve ·doik se ne post1gne rav1notefa pdkretnosH. K.a·d to ne bfu bilo 
tocno, ne ibi postojalo ni proporcionaino rastav11ja.nje. U intervalima od 
4 sata, vadili smo pojedine paraielne trake i ustanorviH, da se »ravnotefa 
ra1stavlianja« postizavia za 16 sati i da se duljim trajaiilJjem i do 28 sati 
ne mijenia, u koliko pH pufora ostane konstantan. Da hi se ogradiili· od 
evein:tuaJnog prigovora radi nep['oporcionalne pok~ertno1s.ti koloidnih jon.a, 
mi smo kod svih ekisperimenata uzel'i iiste uslove t. j. rastarvljanje nakon 
16 saH:. Da ie pokretnosrt jona, a pcrema tome i raistavljanje obratno prn~ 
porciO!IlJalno, ne samo s jon:skom jakoscu27) nego i s koncentradjom pufe.ra 
uopce deifi.niranom nj,e1govom specificnom vodljivoscu, spomenufo ie vise 
puita i vrlo je shvatljivo. N.asi su eksperimenti medutim pokazali, da se 
poktietn01St i rastavL1anje u rnzl'icitim puferima ne moze usporedivati na 
"bazi jonske jakos:ti (µ), ne1go samo na osnovu viodljivo1sti, Usporede Ii se 
raisctavlja:n.ja razndh pufera (sl. 4) u orvis!ll.!osfi o µ dobiju se potpuno odvojene 
krivulje, prema k.ojim:i: se ne moh usporedivati UR -razlicitih pufera .. 

Koinai::no odredivanjem srposobnosti rasrtaviljanj~ UR do~ava. ~ ~je.~~o 
:pokretnosti i raslavljanja u odredenom puferu neov~sno o m1e1stu aphkac1Ja 



ELEKTROFOREZA NA PAPIIRU I 81 

J>roteinske smjese, neovisno o eventualnoj nepropoTcionalnos•ti p0>kretno·sti 
s vremenQffi i rneoV'isno o eventua!lnom strujaniu tekucine u traki iza

::zvanom us11:ijed nejednakih nivoa rpufera u posudama. 
U d:aljnjim eksperimentima kanimo rpokazati jos i to, da se na osnovu 

-tako odredene jedini.ce rastavljanja dobiva mjerilo, pomocu kojeg se mogu 
identificirati, pojedine kromponernte smjese prema relativnom poloiaju od 
osnovne udaljenosti allbumina i y-globulim.a. 

Zahvaljujemo ill!g. A. Jage1ru, glavnom i11zinjeru Generalne Direkciie 
Xemiijske Industrije N. R. H. i tehn.ickom direktorn tv·omice »Optika« S. 
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The irul;uence of the conduct~vi.Jt:y od' the ihulifer <Jill the moibirLity of colloid 1.ol!l•S 
:ln the eleclln»phoresilS <Jn friihe•r paper has been st'Udied in a great rnumiber oil' expeci-
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ments. On itihe asS1Umpt:io111J >1lhat 1the mloibililty dloes tlllOit show a. ilineM' pi11o;p01rtlikmaliity 
w~th tilIIle .at Jioinge:r idu:r.rutiiom; o!f the exipeir.iment, tlhe seiparaltion otf ithe, human serum 
rulbwmiin f.rom the y-ig1'01bu:lin i111 16 hOiUJrs dis .stat·eid ias the basic measure Oif sepa,raibiil:iity. 
ThiUiS, frloim .dilffur.eJrut ·exip•er:imeints .a1111d im ditfforent buffers lthe>re ll1esiul!ts the diistlaince D 
which can be oomp.aired, dif they a111e .div~ded .by the jpOtenti~ d.rop iacrosis the p.aq>er 
strip in V /om and ·the tilIIle in ho1UJrs. Their 'Value 01bta:ill1Jed :in •this: mainneir for Ollle 
hour and for 1 V/cm has been ruimed ·the seipaira1brillii1ty (UR). Id' UR is p:lo~ted iagainst 
the sipedfi]c •aond'.UctrliViilty 01£ the 1buiffoir rns1e& iin the .dlilffeirent dWltii10111S, a; ourve is. 
ohtadined whikh shows a Tegulia!r a:re Jin sepaii;abiiil:i:ty {iroop. rno1biill~ty, ibeoaiuse the sepa
i·abillHy has the same phy©caJ. dlJlmension) wi•th tihe 1decrna1se Oif conductivity. From· 
four different ibu:ffol'IS stu1died, very ne.•r:row ipairalldel cur<V·es ·resuJ.teid. We dellii'Ved a 
common CIUll.'V·e on the :base olf the arveir.a•ge va:lues from the• aibOIVe mentioned parallel 
oorv.es. By comipiaiii1111g the 0U1rves oif SeJI>11<ra1bi1ity oibtailned by pfort:trin;g the figures of 
sepair.a1biai1ty a.gainst '~Oilllilc stireirugths o.f the buffors1 a.pplied, a :se•rres of completely· 
iindeperudemt and incoherent cuirves ·r.eswlts. T:he .dedoctiQ111 theretfrom is, th.a.t clifferent 
buffeais cannot .be compared :by their iiloni.c stireng1tlh con.sii.deiriitng theiir aibility Oif sepa
rating proteim mi:x-tUTes .in the pape:r elecrophoresiis .. It n1s fo.l!rther emphasised, that 
both iphoisphaite a.111d bo1rate hwffors can he l\llsed w~tih 1goo:d reSIUllts li'll pa.per ellectro ... -
phor.esis if preipaired .m .siuoh a way tha:t they he.JV·e a ool!'resipon.dii111Jg conductivity. 

Be.svdes the e111JUmeir.atJro111i 01£ e:xiperi<mentaJ data .and the theo:retik:al comclusriollls
baised on them,, .t!he tillTee bas:ic technJLqu,es 1n paper e1ecriophores1is1 aire T·ev.i:ewed. The· 
wiay ·is allso 01utlmed for a. sys.tematic study oif phyiS1iico~chemilcaJ jpihe111oimena· in the. 
eleotiriooniigi;ation methods. 
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