ARHIV ZA KEMIJU 24 (1952) ' 73

Elektroforeza na papiru I

Utjecaj vodljivosti pufera na stupanj rastavljanja komponenata smjese
proteina

IVAN BERKES i VINKA KARAS

Do sada su se za elektroforezu na papiru primjenjivale samo tri me-
tode: Po Durrumu), kod koje je papirna traka prebadena preko staklenog
§tapa i svojim krajevima umodena u elektrodne posude s puferom; po
Cremeru i Tiseliusu?), koji izvode elektroforezu na papiru medu staklenim
plodama uz hladenje klorbenzenom i konaéno elektroforeza u horizontalno
slobodno objesenoj traki u vlaznoj komori, koja je najstarija, a potjece
od Wielanda?),

Nagin rada po Darrumu!) prihvatili su Flynn i de Mayo?), koji su tu
metodu dotjerali do vrlo toéne kvantitativne klinicke metode, Metodu
Cremera i Tiseliusa koriste Mills i Smith%) za odvajanje enzima, a Schwarz®)
za odredivanje pokretnosti i izoelektriéne tocke konjskog serum-albumina.
Iako smo i mi?), 8), prije radili na taj na&in, a i s nesto modificiranom apa-
raturom, mi smo ga iz vise razloga napustili, Wieland je na horizontalnoj
traki u vlaznoj komori proudavao najprije jonoforezu aminokiselina®), a
zatim sa Fischerom?®) i njihove komplekse s bakrom. Biserte!?) odvaja na
taj nadin ne samo aminokiseline nego i polipeptide. Turba i Enenkel"}
ispitivali su ljudski serum. Wieland i Wirth®) prvi predlazu, da se serum
aplicira u formi crte umjesto u formi kapi, koja ostavlja okruglu mrlju,
jer je rastavljanje pojedinih proteina u formi tanjih ili debljih crta potpu-
nije nego mrlje od mrlje, Grassmann i Hannig'¥, Grassmann. Hannig i Kne-
del?’), Grassmann'®) i Knedel'”) usavrsili su ovu metodu bojadisanjem pro-
teinskih frakcija u elferogramu s bojom Amidoschwarz 10 B i direkinim
fotometriranjem na papiru, Takova se aparatura moZe kupiti'®). Pored ovih
autora Wallenfels i Pechmann!® odijelili su po ovoj metodi amilazu, pro-
teinazu, lipazu i fosfatazu, Kashiwagi®®) razdvojio je kod pH 4—5 iz
Donaggio pozitivnog urina 2 proteinske katodne frakcije.

Kod svih dosadasnjih publikacija o elektroforezi na papiru navedeni
su uslovi, pod kojima su autori radili. Nigdje se medutim ne nalaze podaci,
kakove bi pogreske i promjene nastale, ako bi se od navedenih uslova od-
stupilo; u koliko su oni negdje i navedeni, &esto su nedovoljno obrazloZeni i
oskudni, Kritigkih studija metodike naroéito s obzirom na fizikalno-ke-
mijsku i teoretsku analizu samog procesa gotovo nema. Zato je svatko
koii je htio da primijeni elektroforezu na papiru na svoja specijalna istra-
#ivanja iz bilo kojeg podrugja proteinske kemije, bio prisiljen, da po¢ne
gotovo iz potetka. Buduéi da je veéina istraZivaa nastojala, da svoju me-
todu udesi za rutinsku analizu seruma ljudske krvi, ¢ime se u ostalom
veéj dio elektroforetskih istrazivada i bavio®), zanemareno je ne samo
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ispitivanje fizikalno-kemijskih pojava kod elektroforeze na papiru, nego i
principijelnih razlika izmedu gornjih triju metodika rada. Jedini je Dur-
rum!) iznio vrlo znadajna opazanja, a kasnije®), i kriticku perspektivu
svojeg naéina rada i rada metode Cremer-Tiseliusa.

Cilj je ove radnje, da iznese rezultate, koje smo postigli sistematskim
ispitivanjem uloge vodljivosti na stupanj razdvajanja komponenata smjese
proteina, kao prvi dio prouavanja fizikalno-kemijskih promjena kod
elektroforeze na papiru.

EKSPERIMENTALNI DIO

Kod nasih ispitivanja sluZili smo se metodom elektroforeze na hori-
zontalnoj traki, U drvenom okviru 54X24X10 cm smjestene su dvije sta-
klene plote 24X9.5 okomito u udaljenosti od 30 cm i jedna horizontalna
staklena ploca 30)X24 u visini od 5 cm od dna, tako da sa staklenim
poklopcem zatvaraju komoru 30X24X5 cm. Preko rubova okomitih ploga
nategnute su dvije do pet traka filter papira (Whatman 1) 4 cm Sirine
i 45 cm duZine tako, da se krajevi umo&e u elektrodne posude postavljene
tik staklenih ploéa (v. sliku 1).

iR

Na anodnoj i katodnoj strani nalaze se po dvije posude od jugovinila
{PVC) 25X5X5 cm. Prva posuda s puferom, u koju su umoceni krajevi
papira spojena je elektrolitskim mostom s drugom. (»U« cijev s vatom).
U drugoj se posudi s puferom nalazi elektroda u staklenoj »L« cijevi, dolje
takoder zatvorenoj vatom. Katoda je ugljeni $tapié, a anoda od platine.
Cijeli je uredaj pokriven staklenom plo¢om, koja lezi na drvenom okviru.

o izvor struje sluzi obiéni Philipsov ispravljag, koji daje prili¢no
jednoliku dstosmjernu struju. Eksperiment se postavlja tako, da se pa-
pirna traka umoé&i u pufer, ocijedi, nategne preko rubova staklenih ploca,
i krajevi umoce u elektrodne posude, koje su do polovine napunjene pu-
ferom, Isto se tako napumi i drugi par puferskih posuda. Na mjestu 6 cm
udalienom od staklene ploge katodne strane, olovkom se na traki una-
priied oznadi mjesto, gdie ¢e se aplicirati smjesa bjelancevina. Nakon $to
se ostavilo barem 1 sat, da se vlaZnost papira u komori ustali, pusti se
iz pipete 0,01—0,02 ml ispitivane otopine {koja mora sadrzavati 6—8%
proteina) povladeéi polagano u popreénom smjeru papira, U-elektrodne se
posude stave elektrode, drveni okvir pokrije staklenom plogom i ukljuéi
struja. U krug struje stavi se miliampermetar ili plinski kulometar. Plin-
skim se kulometrom moZe kontrolirati, da li je za vrijeme eksperimenta
bilo prekida struje gradske mrezZe®), Pad potencijala mjeri se voltmetrom
velikog unutarnjeg otpora ili cijevnim voltmetrom na krajevima horizon-
talnog dijela trake, dakle od jedne staklene ploge do druge (30 cm). Eks-
periment traje 16 sati, Svi su eksperimenti vrieni kod sobne temperature
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{cca 23°C). Kad se struja prekine, horizontalni se dio trake otkine od kra-
jeva i stavi na suSenje u termostat na 100°C. OsuSena se traka bojadise
bromfenolnim modrilom?),%) ili crnom bojom Amidoschwarz 10 B%)4), Kao
primjer rastavljanja proteinskih frakcija dajemo elferogram ljudskog se-
ruma (sl. 2).
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Utjecaj pH pufera. Kod slobodne elektroforeze po Tiseliusu (vidi prikaz
na nasem jeziku)® mnogo je istraZivada ispitalo utjecaj pH pufera na od-
vajanje pojedinih komponenata seruma i plazme?!),?’), Puferima iste jon-
ske jakosti moZe se odvojiti najvise komponenata kod pH 7,8 do 89.
‘Globulin @, ne moZe se odvojiti od albumina u kiselijem puferu od pH
7,2. Albumin se kod pH 4 do 4.5 dijeli barem u dvije frakcije (A, i A,).
I mismo kod elektroforieze na papiru uvidjeli da se , globulin lakse odvaja
u puferu pH 8,6 do 9. Albumin (Harvard) kod pH 4 putuje katodno,
frakcija se razvlagi, ali potpuno odvajanje A, od A, nismo postigli. Kod
elekiroforeze je neophodno potrebno, da se odrZava $to konstantnija kon-
centracija H-jona, jer promjena pH utjede na pokretnost koloidnih Zestica.
Zato smo i mi radili sa ve¢im koli¢inama pufera, a uz to smo i same
elektrode udaljili tako, da smo ih stavili u drugu posudu i u posebno
odijeljenu cjevéicu. Na taj smo nacin postigli, da se pH pufera, u koji je
umoéen kraj trake, nije promijenio vie nego za 0,05 pH.

Utjecaj vodljivosti pufera. Glavni je cilj cve radnje bio, da pokaZemo,
koii faktori utje¢u na o$trije i prostorno udaljenije rastavljanje (separabi-
lity, Auflésungsvermdégen) pojedinih komponenata smjese proteina, jer je
ta ¢&injenica od presudne vaZnosti kod elektroforeze ma papiru. Moze li
se fiksiranjem nekih veli¢ina unaprijed odrediti, da frakcije budu ostre
i dobro odvojene (kao $to je to potrebno kod direktinog fotometriranja
na papiru’®) i kod izrezivanja cijelih pojedinih frakcija i njihovog eluiranja
i fotometriranja)'!) ili naprotiv daleko prostorno rastavljanje sa difuznim
zonama. $to je potrebno, kad se trake rezu u podjednako Siroke vrpce,
eluiraju i fotometriraju?),!), onda se time kod elektroforeze na papiru do-
‘biva znadajna pomoé.

Opazili mo, da neke vrste pufera kao na pr. veronal-veronal Na n=90,1,
pH 8,6 gotovo dvaput bolje rastavlja pojedine komponente krvnog seruma
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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diagram. Na taj se naéin dobiva niz blizih, paralelnih krivulja. Mi smo
uzeli srednje vrijednosti i prikazali rastavljanja jednom krivuljom. (sl. 3).
U literaturi se uvrijeZilo, da se za pufere, koji se upotrebljavaju kod
elektroforeze s optickom registracijom, navodi jonska jakost kao njegova
karakteristika, Ta se praksa prenijela i na elektroforezu na papiru. Da ona
mema narociteg smisla, vidi se po tome, ako graficki prikaZemo ovisnost
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rastavljanja UR o jonskoj jakosti w (sl. 4) kod razli¢itih pufera, pa dobi-
vamo posve odvojene nekoherentne krivulje. To znagi, da je rastavljanje u
razli¢itim puferima iste jonske jakosti razli¢ito, a prema tome i pokretnost
koloidnih jona. Prema tome, ako za neki pufer nalazimo navedenu njegovu
jonsku jakost, znamo samo to, kako ga mozemo prirediti, a neznamo, koliku
ée pokretnost u njemu razviti izvjesni koloidni jon, a jo§ manje, kakovu
jonsku jakost treba da ima neki drugi pufer, da isti koloidni jon pokaZe
u njemu istu pokretnost. Usporedivanjem sposobnosti rastavljanja prema
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jonskoj jakosti razli¢itih pufera je dakle neprovedivo. Uzmemo li na pri-
mjer boratni pufer p. = 0,1 pokazat ¢e se, da mu je vodljivost tako mala,
da kod elektroforeze uopée ne odvaja pojedinih frakcija; Michaelis pufer
ove iste jonske jakosti maprotiv vrlo dobro rastavlja. Ako se usporede
rastavljanja u razli¢itim puferima iste specificne vodljivosti rezultiraju
iste vrijednosti i analogni elferogrami. Sl. 4 prikazuje ovisnost rastavljanja
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Ur o ionskoj jakosti, Krivulje za razne pufere: boratni B, fosfatni P, vero-
nal V i Michaelis M.

Primje¢ujemo, da smo ujedno dokazali, da se s fosfatnim puferom
dobivaju isto tako upotrebljivi rezultati kao i sa Michaelis puferom od-
nosno veronal-veronal-Na puferom, suprotno tvrdenju ranijih eksperimen-
tatora, koji su fosfatni pufer odbacili kao mneprikladan.

Nadalje smo s istim uspjehom wuveli i boratni pufer te naglasavamo,
da se sa svakim puferom moze raditi, u koliko taj ima odgovarajuéu
vodljivost,

Ako pufersupstance imaju malu topivost, pa se ne mogu pripremiti u
koncentracijama odredene vodljivosti, ova se moZe postiéi dodatkom na-
trijevog klorida ili koje druge natrijeve soli (boratni pufer).

DISKUSIJA

Za vrijeme elektroforeze mora se traka papira promatrati dinamigki.
Tu treba odmah naglasiti, da izmedu Durrumove i Grassmann-Hannigove
metode s jedne strane i Cremer-Tiseliusove s druge strane, postoji princi-
pijelna razlika, Prve dvije metode rade bez direkinog hladenja u vlaznoj
komori, gdje se voda iz trake stalno isparava i prema tome pufer kon-
centrira, a tre¢a radi medu staklenim plo¢ama hladenim klorbenzenom i
kod ove praktitki nema zagrijavanja i gubitka vlage. Kao $to smo veé
ranije naveli, mi smo najprije radili po metodi Cremer-Tiseliusa i dobivali
upotrebljive rezultate, ali smo kasnije odustali od tog na&ina rada iz vise
razloga, Smetalo nas je brZe putovanje proteina uz rub trake i uslijed toga
nastalo superponiranje frakcija. Taj poznati »edge effect«, kojj spominje
i Durrum®) velika je smetnja kod kvantitativnog evaluirania. U koliko se
taj efekt Zeli sprijeciti, $to je naroéito poZelino kod odredivanja pokret-
nosti koloidnih jona, mogu se uzeti i §ire trake i promatrati putovanje po
sredini, Kod uZih traka moZe se »rubni efekt« otkloniti ispunjavanjem
prostora od kraja trake do ruba staklenih plo¢a uskom vrpcom istog pa-
pira impregniranom silikonskim mazivom. Daleko je jednostavnije donju
plo¢u uzeti od prikladne plasti¢ne mase i utisnuti ili izblanjati toliko plitki
kanal, kolika je debljina papira. Mi smo takoder pokusali sprijediti taj
efekt time, §to smo rubove papira parafinirali, no time taj problem ipak
nismo rijesili,

Daljnja poteskoéa te metode le7i kod vadjenja papira izmedu ploca,
jer se ne da zamisliti, da dio proteina ne ostane na samim plodama. Da se
to sprijeci, predlaZe se mazanje plo¢a kapilarno neaktivnim tekuéinama
(antiwetting agents). Ako k svemu tome dodamo, da je aparatura po Cre-
mer-Tiseliusu kompliciraniia od ostalih, da je klorbenzen, pored navoda
u literaturi o njegovoj neotrovnosti, vrlo neugodan i konaéno, da je spe-
cijalno za nas nabavka originalnog peterostrukog Munktel 20 papira
gotovo nemogucéa, onda je razumljivo, da smo bili prisiljeni, da predemo
na mmnogo jednostavniju metodu, koja radi na slobodno objesenoj traki
u vlaznj komori. ‘

Razni su autori pokazali® 151617 da postoji i kod ove metode dobro
slaganje s rezultatima dobivenim s velikom elektroforetskom aparaturom,
a takoder i dobra reproducibilnost. Samo zagrijavanje papira i opasnost
alteracije proteina, nije najslabija strana ove metode. Veée se poteskoée
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pojavljuju jedino kod analize pokretnosti koloida, rastavljanja i identifika-
cije nepoznatih komponenata smjese i to uslijed stvaranja gradienata
vlaZnosti, koncentracije elektrolita, pH, a s tim u vezi i pojave nejedno-
like vodljivosti duz trake, a isto tako i razli¢itog pada potencijala. Buduéi
da kod metode po Durrumu, gdje su trake strmo objesene, dolazi pored
navedenih pojava jo$ do izraZaja i utjecaj sile teZe na strujanje i kapilarni
uspon pufera u traki, mi smo odabrali rad na horizontalnoj traki, da
barem jedan suvisni utjecaj eliminiramo,

Kad se navlaZena traka spoji s izvorom struje, odmah i istodobno
nastupaju slijedeée pojave: 1) isparavanje vlage iz papira; 2) nadoknada
isparene tekuéine kapilarnim sifoniranjem iz katodne i anodne puferne
posude; 3) elektroforeza koloida; 4) joncforeza kationa i aniona i 5) pro-
mjena vodljivosti u traki i promjena gradienta potencijala uslijed gore na-
vedenih razlega 1), 2), 3), 4). ’

Uslijed sifoniranja pufera s katodne strane noSeni su aplicirani pro-
teini (6 cm od katodne strane) prema sredini, a istodobno se frakcije po-
¢inju rastavljati uslijed djelovanja elektri¢nog polja. Posto je struja teku-
¢ine na mjestu aplikacije jada od endosmoze, y-globulin se nalazi konaéno
uvijek anodno od starta. Stavi li se serum ili smjesa proteina na sredini
trake i kod nase metode bit ée pomak y-globulina prema katodi, Mi smo
polaznu togku stavili u blizini katodne strane, da bi pojedine frakcije imale
$to viSe mjesta za rastavljanje prije nego §to stignu do »barijere«, koja
se nalazi u blizini anodne strane kraja papira. U stvari barijera, za koju se
smatralo, da: nastaje uslijed promjena koncentracije pufera u trakj i spre-
¢ava da najbrie frakcije ne mogu da otputuju sa papira ma kako dugo
trajao eksperiment, ne postoji u tom smislu., Pokazano je kod amino-kise-
lina®), da nakon odredenog vremena dolazi do ravnoteze pokretnosti i da
se pojedine amino-kiseline na koncu eksperimenta nalaze na identidnim
udaljenostima od krajeva papira bez obzira na start. Arginin, kojemu je
pokretnost veéa nego strujanje tekuéine iz puferskih posuda, otputovat ée
sa papirne trake (kod pH 2,6). Jako su rastavljanja u odredenom puferu
jednaka bez obzira aplicira li se proteinska smjesa na sredinu trake ili na
krajevima, kod proteina jod nismo opazili, da se pojedine frakcije ko-
na¢no nalaze na posve identiénim mjestima. Dobiva se utisak, da stru-
janja teku¢ine u traki, nastaju li uslijed kapilariteta papira ili endo-
smocze, prenocse translaciono cjelokupnu elektroforetsku sliku $to ko-
naéno dovodi do gore mnavedenog rezultata t. j. prakticke neovisnosti
rastavljanja o mjestu starta. Smetnje nastaju samo s puferima male vodlji-
vosti (dakle velikog rastavljanja), jer su razrijedeni i malog puferskog ka-
paciteta, pa nakon nekoliko sati dolazi do promjene pH pufera, koji kvari
sliku elferograma. ;

Premda rezultati dobiveni ma osnovu mjerenja jedinice rastavljanja
Ur i njene ovisnosti o vodljivosti pufera pokazuju o¢itu zakonitost, ipak
treba drZati na umu, da svi nasi osnovni, podaci, sadrze eksperimentalne
pogreske. Udaljenost D medu sredinama frakcija albumina i y-globulina
mjerena je po individualnoj ocjeni. Napetost struje uzeta je na bazi jedno-
stavne aritmeticke sredine pocetne i konaéne voltaze. Kod odredivanja vre-
mena trajanja eksperimenta sluzili smo se obi¢nim ruénim satom i zato smo
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u formulu (III) uveli kao jedinicu sat, umjesto sekunde. Pored svih tih
aproksimacija, dobili smo reproducibilne rezultate.

Da bi gornje postavke jos bolje potvrdili i dobili definitivne vrijednosti
u toku su egzakini eksperimenti s izvorom struje stabilizirane napetosti.
» Treba upozoriti, da je neophodno potrebno, da krajevi papirnih traka
budu odvojeni od elektreda pouzdanim labirint-sistemom. Promijenjeni
pufer na elektrodama ne smije da dode u kontakt s umodenim krajevima
papira. Taj je problem vrlo dobro rijesen kod Grassmann i Hanninga'®),
gdje se elektrode nalaze u jednoj posudi, a trake su umocene u drugoj,
dok su posude spojene poroznim glinenim $tapiéem. Ovakova je aparatura
zgodna za rutinski rad, kod kojeg se uvijek radi s istim puferom. Za nase
eksperimente, gdje smo kod svakog pokusa mijenjali, ne samo koncentra-
ciju pufera, nego i vrste pufera, morali smo dvije puferske posude spojiti
elektrolitskim mostom, staklenom »U« cijevi ispunjenom vatom i navlaze-
nom istim puferom,

Mnogi su se autori trudili®®) ) da potvrde moguénost odredivanja
pokretnosti aminokiselina kod ovog nadina eksperimentiranja. Posto su
‘mjerenja vrsili samo do 6 sati trajanja, vjerojatno je, da kod tako kratkog
toka struje postoji proporcionalnost putovanja s vremenom. Dokazano je
bas kod aminokiselina?®), da izmedu gore navedenih faktora: strujanja
tekuéine s anodne i katodne strane, endosmoze i pokretnosti, dolazi ko-
naéno do ravnoteZe, pa se pojedine aminokiseline nalaze na identi¢nim
‘mjestima bez obzira na start. Prema obrazlaganju Durruma?®),*®) dolazi do
te ravnoteze pokretnosti onda, kada koloidni joni koji pod utjecajem elek-
triénog polja putuju protiv struje tekuéine (u nasem sludaju je ova na
anodnoj strani pojadana elektroendosmozom) u svom »plivanju protiv
struje« izjednaée svoju brzinu s brzinom struje tekudine,

Izmedu upravo navedenih eksperimenata®) ?) vrsenih u horizontalnoj
traki i drugih®) u strmoj traki ne smije se povuéi jednostavna analogija.
Ipak éemo napomenuti, da smo sliéne pojave opazili i kod nasih ekspe-
rimenata. Premda s aminokiselinama jo§ nismo radili, ustanovili smo da
i kod proteina postoji u prvo vrijeme proporcionalno putovanje s vre-
menom, sve dok se ne pestigne ravnoteZa pokretnosti. Kad to ne bi bilo
toéno, ne bi postojalo ni proporcionalno rastavljanje. U intervalima od
4 sata, vadili smo pojedine paralelne trake i ustanovili, da se »ravnoteza
rastavljanja« postizava za 16 sati i da se duljim trajanjem i do 28 sati
ne mijenja, u koliko pH pufera ostane konstantan. Da bi se ogradili- od
eventualnog prigovora radi neproporcionalne pokretnosti koloidnih jona,
mi smo kod svih eksperimenata uzeli iste uslove t. j. rastavljanje nakon
16 sati. Da je pokretnost jona, a prema tome i rastavljanje obratno pro-
porcionalno, ne samo s jonskom jako§éu®) nego i s koncentracijom pufera
wopée definiranom njegovom specifi¢tnom vodljivos¢u, spomenuto je vise
puta i vrlo je shvatljivo. Nagi su eksperimenti medutim pokazali, da se
pokretnost i rastavljanje u razli¢itim puferima ne moZe usporedivati na
‘bazi jonske jakosti (1), nego samo na osnovu vodljivosti. Usporede li se
rastavljanja raznih pufera (sl. 4) u ovisnosti o i dobiju se potpuno odvojene
krivulje, prema kojima se ne moz2 usporedivati Ur razli¢itih pufera.

Kona¢no odredivanjem sposobnosti rastavljanja Ur dobiva se mieri_l'o
-pokretnosti i rastavljanja u odredenom puferu neovisno o mjestu aplikacija
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proteinske smjese, neovisno o eventualnoj neproporcionalnosti pokretnosti
s vremenom i meovisno o eventualnom strujanju tekuéine u traki iza-
zvanom uslijed nejednakih nivoa pufera u posudama.

U daljnjim eksperimentima kanimo pokazati jos i to, da se na osnovu
tako odredene jedinice rastavljanja dobiva mjerilo, pomoéu kojeg se mogu
identificirati, pojedine komponente smjese prema relativnom poloZaju od
osnovne udaljenosti albumina i y-globulina.

Zahvaljujemo ing. A. Jigeru, glavnom inZinjeru Generalne Direkcije
Kemijske Industrije N, R, H. i tehnickom direktoru tvornice »Optika« S.
Koppelmannu za izradu posuda od jugovinila kao i studentu elektrotehnike
B. Kaminskom za izradu crteza.

LITERATURA

Durrvu m, J. Am. Chem. Soc., 72 (1950) 2943.
emer u. A. Tiselius, Biochem. Z., 320 (1950) 273.
ieland, Ang. Chem., A, 60 (1948) 313.
lynn and P. de Maxyo, Larncet 1951, 235,
.T. Mills and E. E. B, Smith, Bioch. J., 49 (1951 Proc. VL
., Schwarz, Nature, 167. (1951) 404. :
B rkes, Lije¢. Vijesnik, 73 (1951) 75.
. Berkes, Farm, Glasnik, 7 (1951) 257.
'h. Wieland u E. Fischer, Naturw.,, 35 (1948) 29.
. Biserte, Bioch. and BlO'phy\S A. 4 (1950) 416,
Tur\ba u. H. J. Enenkel Naturw 37 (1950) 93.
12, G, Korver, Klin. Wschr,, 28 (1950) 693
13. Th. Wieland u. L. Wirth, Ang. Chem., 62 (1950) 473.
14. W. Grassmann u K. Hannug, Na[tu(rw 37 (1950) 496.
15. W. Grassmann, K, Hannig u E. Knedel D. Med. Wschr., 76 (1951)
333.
16. W. Grassmana, Naturw., 38 (1951) 200.
17. M, Knedel, Med, Monatschr., 1851, 707,
18. Bender u. Hobein, Minchen-Zirich.
19. K. Wailenfels u. E. v. Pechmann, Ang. Chem. 63 (1951) 44.
20, T, Kashiwagi, Igaku to Seibutsugaku (Med. and. Biol) 18 (1951) 21.
21. I. Berkes, Medika, 4 (1951) 53.
22. E. L. Durrum, Science, 113 (1951) 66.
23. I. Berkes, Mikroch. ver. Microch. A, XL, (1952) 159,
24. W, Wiedemann: II, glava u knjizi Wuhrmann u. Wunderly: Die
Bluteiweisskorper d. Menschen, Basel 1947,
25. Millers, Miuller and Eitelman, Arch. Biol., 29 (1950) 413.
26. H. J. McDonald, M. C, Urbin and M. B. WLlliamson, Science, 112
(1951) 227,
27. H. J. McDonald, M. C. Urbin and M. B. Wiliamson, J. Coll. Sci., 6
{1951) 236.
28. E. L. Durrum, J. Coll., Sci.,, 6 (1951) 274.

MEDICINSKO-KEMIJSKI INSTITUT

MEDICINSKI FAKULTET Primljeno 10. svibnja 1952,
ZAGREB

“OH“H<O“HEW
D"
mé”

ABSTRACT

Electrophoresis an Paper, L

The Influence of the Conductivity of the Buffer on the Degree of Separation of the
Components of a Mixture of Proteins

IVAN BERKES and VINKA KARAS

The influence of the conductivity of the buffer on the mobility of colloid ioms
in the electrophoresis on filter paper has been studied in a great number of experi-
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ments. On the assumption that the miobility does mot show a linear proportionality
with time at longer durations of the experiment, the separation of the human serum
albumin from the y-globulin in 16 hours is stated as the basic measure of separability.
Thus, from different experiments and in different buffers there results the distance D’
which can be compared, if they are divided by the potential drop across the paper
strip in V/cm and the time in hours. Their value obtained in this manner for ome
hour and for 1 V/cm has been named the separability (Ug). If Ur is plotted against
the specific conductivity of the buffer used in the different dilutions, a curve is.
obtained which shows a regular gse in separability (resp. mobility, because the sepa-
rability has the same physical dimension) with the decrease of conductivity, From
four different buffers studied, very narrow parallel curves resulted. We derived a
common curve on the base of the average values from the above mentioned parallel
curves. By comparing the curves of separability obtained by plotting the figures of
separability against fonic strengths of the buffers applied, a series of completely
independent and incoherent curves results. The deduction therefrom is, that different
buffers cannot be compared by their fonic strength considering their ability of sepa--
rating protein mixtures in the paper elecrophoresis. It is further emphasised, that
both phosphate and borate buffers can be used with good results lin paper electro~
phoresis if prepared in such a way that they have a corresponding conductivity.
Besides the enumeration of experimental data and the theoretical conclusions.
based on them, the three basic technfiques in paper elecrophoresis are reviewed. The-
way is also outlined for a systematic study of physico-chemical phenomena in the.
electromigration methods.
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