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1. Uvod



Aminokiseline su "gradivni blokovi" tijela. Osim izgradnje stanica i obnove tkiva,
WDNRYyHU WYRUH DQWLWLMHOD ]D ERUEX LPXQR VXVWDYD
hormona ,]JJUDYyXMX QXNOHRSURWHLQH 51. L '1. SUHQRVH
PHKDQLpNL UDG X PLALULPD 8 VDVWDY pRYMHNRYRJ RUJDQ
od njih se mogu izgraditi u samom organizmu, dok je preostalih 10 neophodno unijeti kroz
LVKUDQX $PLQRNLVHOLQH NRMH VH QH PRJX VLQWHWL]LUI
su za njegovo funkcioniranje se nazivaju esencijalne aminokiseline. Esencijalne
aminokiseline suarginin, histidin, leucin, izoleucin, lizin, metionin, fenilalanitreonin,
triptofan, valin, a neesencijalne su: alanin, asparagin, asparaginska Kkiselina, cistein,

glutaminska kiselina, glutamin, glicin, prolin, serin, tirozin.

$PLQRNLVHOLQH VH X VPMHVL PRJX UD]J]GYDMDWL L NY

elektroforezon.

&LOM MH RYRJ UDGD LVSLWLYDQMH PRJIJXUQRVWL UD]G
HOHNWURIRUH]RP QD PLNURpPLSX WHKQLNRP NRMD VH
HOHNWURIRUH]H SUL NRMRM VH DQDOL]D RGYLMD X VH!
kapiDUQH HOHNWURIRUH]H QD PLNU R 26 SPfimgbayelekiioforé&z&) H G VW L
QD PLNURpPLSX MH YUOR 4LURND RG VHSDUDFLMH PDOLK
DQRUJDQVNLK NDWLRQD L DQLRQD .ROLpPLRIDSE]RREDpNRM
je u pikolitarskom rasponu (pL) u usporedbi s nanolitarskim (nL) rasponom u kapilarnoj
HOHNWURIRUH]L LOL PLNUROLWDUVNLP / UDVSRQRP X NUI

=ERJ VYRJ PXOWLIXQNFLRQDOQRJ XpLQND NDUQR]JLQ MH
znanstvenika, on je dipeptid $asOMHQ RG DODQLQD L KLVWLGLQD NRML
ELRORANLP WWRUBLNMB QMLKRYD NYDQWLILNDFLMD YUOR ]QD

&LOM RYRJ GLSORPVNRJ UDGD MH NYDQWLWDWLYQR RGUHY
NMLKRYD XVSMH&aQD GHWHNRIUMKD HOHMWIRURBHYHD GRP I



2. Literaturni pregled



2.1. Aminokiseline

.DR A&4WR LPH NDAaBSRPMEBXMXHGYDMH NmaUWOIupneU LV WLp
amino skupinu @NH,) i karboksilnu skupinu{COOH). Kod aminokiselina, amino skupina je
XYLMHN VP MEHREO\RH® DKb8KiIHAP $kupiniSvaka aminokiselinana trivijalno
LPH NRMH VH pHVWR VNUDUXMH QD SUYD WUL VORYD 1DM
glicin, H;N-CH-&22+ .RG RVWDOLK DPLQRjikevd exbtnuDsisiRMiMOR ML QD
VNXSLQH MRa L DOLIDWVNL LOL DURPDWVNL RJUDQDN 5 N
> @ 2S 0D amtriglkselDdz prikazananadlici 1.

T O

| | arboksilna

H,;NJ—C—1C——OH [fkupina

amino \

skupina alfa ugljikov
atom

ogranak

Slika 1. 2 S steukturni prikaz aminokiseline.

Kadu QDYHGHQRM IRUPXOL 5(s@tmioksblin® dsbn §lisimd)LWHI QHNL
alkini LOL DULOQXJOMEINNRDXODWRP MH DVLPHWULPQR VXSVWI
aktivnost jer 4 PRGHO QH PRaH SUHNORSLWL VD VYRMRP JUFD¢
VW H Uddp,NipedU Dred aminokiselina Aminokiseline koje se nalaze u proteinima
pripadaju l-redu, SUHPD WRPH LPDMX MHGQDN -0RtUsuiRKddHIGE VXSVW)
alanin i L-seain (R = -CHs, odnosno-CH, 2 + 6YH DPLQRNLVHOLQH X QDAaHP
UHGD / aWR ]QDpL GD LPDMX GXaLN QD SUYRP DOID XJ
RSWLpNRJ IDNUHWDQMD QHRYLVDQ MH R SULSDGQRVWL QHI



2.1.1. Kiselo-bazna svojstva aminokselina

.DUERNVLOQD VNXSLQD PR&H NDR NLVHGQ®D % D YLRFLIV
amino skupina prima Hione analogno amonijak® U L pddlRzX do stvaranja amonijeve
VROL -HGQDGAED
NH, H NH, Q)
Kada su obje skupine disocirane, dobivamo foramal prikazan dipolarni ion tzv.watterion
(Sika 2.), u tom obliku aminokiseline se nalaze u vodeoimjpini. Dodatkom H iona
(kiseline) negaivno nabijena karboksilna skupir@ima H ione i postaje neutralna (bez
naboja). DodatkonOH iona O X & HQishi sa amineVNXSLQH GLVRFLUDMX L YH
ionima u vodi, tedolazi do stvaranja anionaadnjastrukturnaformulaaminokiselinenadlici

2.

- + -
C|IOOH COO

I I H <~————= H,N—C—H

kation "zwitterion" (neutralna) anion

Slika 2. Struktruni prikaz disocijacije aminokiselina

Svaka aminokiselinau vodenoj otopii P R dddstojati utri oblika, kationski, zwitteion i

anionski oblik. Koji je oblik favoriziran, ovisi o konstantama disocijacije k&giine skuping

odnosno aminsgkupine i o pHrrijednostiotopine, tj. o koncentracifi” iona.

'LVRFLMDFLMD NLVHOLK L ED]JLPpQLK VNXSLQD DPLQRNLVHO
jednako kao i disocijacija slabih kiselina i baza. Svaka skupina ima svoju konstantu
GLVRFLMDFLMH . NRMRM QHJDWLYQL GQRJDULWDP R]QDpPDYL
Kod neke oG U H y H-@rif¢dsostiaminokiselinase nalazi u dipolarnom oblikuy trijednost
R]QDpDYDPR NDR LJRHOHNWULpPpQX WR pWipgdnasiKiselneli PRAH L
EDJLPQH VNXSLQH D QHJDWLYDQ ORJDULWDped@ YULME

DPLQRNLVHOLQH R]QD®®BMDMPR V S, -HGOQ

~ b~



3UL S+ YULMHGQRVWL L]RH Gligendavdnpzgledameupid, iBke svalkN L V H (

aminokiselina posjeduje jedan pozitivan i jedan negativan naboj [1].

ol pPKy  pPK, )
2

$NR PROHNXOD LPD YLAH RG GYLMH LRQL]DFLMVNH VNXSL(
NRUDND ,JRHOHNWULPBQD RN B REDWOMDMW SiH X NRKMHP MH
molekule dominantna vrst&rijednost pl U Hiti jednak onom pH kod kojeg je koncentracija
molekularnog oblika s jednim pozitivnim nabojem jednaka koncentraciji molekulske vrste s
jednim negativnim nabem. 2SUHQLWR PRAHPRMHEBQPD N D WIMWWS8HWLpPpNRM
vrijednosti onih disocijacijski reakcija u kojima izravno sudjeluje zwitterionski oblik

-HGQDRGAED

Na temelju fizikanooNHPLMVNLK SULMH VYHJD GLVRFLMDFLMVNLYI
DPLQRNLVHOLQH VX SRGLMHOMHQH QD QHSRODabi@he L SROTL
QHXWUDOQH L QDELMHQH NRMH PBR SXlicE 1WAXG®LLNYXHO
DPLQRNLVHOLQH SROLSURWRQVNH NLVHOLQH p@tRGDWNRF
SRMHGLQDpPQH NRUDNH GLVRFLMDFLMH SUL pHPX VYDNL GL



Tablica 1. Prikaz svih dvadeset aminokiselina koje ulaze u sastav proteina, njihovih
konstant GLVRFLMDFLMH VYDNRJWR RNDH) NFDR @ HRIEKO N N'W LPLE
troslovne i jednoslovne oznake.

Molekulska

pKl pKz R-
AMINOKISELINA OZNAKA p masa

(-COOH)  (-NH3")  ogranak
(9/mol)

ALANIN 8909

ARGININ Arg, R 217 9,04 1248 1076 17420
ASPARAGIN Asn, N 2,02 8,80 - 541 13212
ASPARAGINSKA 13310
CISELINA Asp,D 1,88 9,60 3,65 277
CISTEIN Cys, C 1,96 10128 8,18 507 12116
GLUTAMINSKA 14713
CISELINA Glu, E 219 9,67 4,25 3,22
GLUTAMIN GIn,Q 217 9,13 - 565 14615
GLICIN Gly, G 234 9,60 - 597 7507
~ HISTIDIN  [BGING 1,82 9,17 6,00 759 15516
IZOLEUCIN lle, | 236 9,60 - 6,02 13117
LEUCIN Leu, L 236 9,60 - 598 13117
LIZIN Lys, K 218 8,95 1053 974 14619
METIONIN Met, M 228 9,21 2 574 14921
FENILALANIN Phe, F 1,83 9,13 - 548 16519
PROLIN Pro, P 1,99 1060 - 6,30 24030
SERIN Ser, S 221 915 - 558 10509
TREONIN Thr, T 2,09 9,10 - 560 11912
TRIPTOFAN Trp, W 2383 9,39 - 589 20423
TIROZIN Tyr, Y 2,20 911 1007 566 18119
VALIN val, V 232 9,62 - 596 11715




Tablica 2. Prikaz podjele aminokiselina s obzirora njihov bop Q L R J-B DnjfihbDvé
struktume molekule

o6 coo (l:oo | coc
AP-S HVN‘—C—H H3N C—H
Nepolame, . HN—Cc—H |7 | ]
HsN——C—H & <|:H¢ G
TN
alifatski R J| CHy e VAN T
Mg o O S
ogranak C|Hg
Glicin Alanin Valin Leucin Metionin Izoleucin
coo _ coo
(|3C)D . ‘
HyN——C——H HaN—— & ——+ H‘N_T_H
N ClH CH;
2
Aromatski R =
/ N
ogranak TN
. . Tirozin .
Fenilalanin Triptofan
_ Coo -
Co0
| HN—:I:—H C|OO
HN—C—H | +
| & HQN—<|:—H
CH_ I
Pozitivno 1 I G
. | T
nabijen R i +H AN
ogranak I c==rh
g 'L‘m | ¢ LNH
NH;
Lizin Arginin Histidin
cod
coo .
HH—C—H
Negativno Haf— G —H |
CH2
nabijen R CHy le
ogranak coo lm'
Aspartat Glutamat
COO- coo - coo
- - CoO
coo Goo it l ; ) Gt
+ gN—T—T o/ C——H HsN—C—H
Polarni, HN——C—H S T | o “}“’
L H—C—OH CHe
nenabijeni R CHaOH \ Hl A |
ogranak e o AR N
Serin : . .
Treonin Cistein Prolin Asparagin Glutamin

~ 8~




2.1.2. Peptidna veza

Upravo je strukturna raznolikost aminokiseinNOMXpDQ SUHGXYMHW U
polipeptida (proteina) koji nastaju povezivanjeaminokiselina peptidnom vezof8]. U
proteinima se .-karboksilna skpina jedneaminokiselie Y HaH -&vino. skupinu druge
aminokiseline tzv. peptidnom vezom (Slika RIDYQRWHaD U H Daypé&ptidnélvezeg,D VW D M|
pomaknuta je prema hidrolizi peptida, a ne prema sintezi. Zaboogmtezu peptidnih veza
treba XOR & ergjlLddk QD QMLKRYX KLGUROL]X WR QLMH SRWUHEQ
povoljna [2].

0] H (0]
bl | HO| Ha
CH3—C|:—C OH + HE—N—C——COOH ——» H30—C|3 C{ ¢ —COOH
| - |
N H2 H H NH; H peptidna veza
alanin glicin alanil-glicin

Slika3. 6WUXNWXUQL SULND] QDVW D/herimdkiseBrie BAWLGQH Y

izdvajanjejedne molekule vode

Peptidne veze qvezuju aminokiseline, u neazgranati polipeggdni lanac [2].Po kemijskg

struktur peptidi su amidi. Sistematska kemijska nomenklatura tretira peptide kao acil
aminokiseline. Ime se tvori tako da aminokiselina kojoj karboksilna skupina ulazi u reakciju
dobije nastavakdl, npr. glicil-alanin, alanileucil-tirozin itd. Da bi se potpuno upoznao neki
peSWLG QLMH GRYROMQR SR]QDYDWL VDPR YUVWX L EURM
mogu osloboditnegovomKLGUROL]JRP YHUO L UHGRVOLMHG QMLKRYD S

Sinteza peptida SS URY R G L , tRKS &l <@ IreakRvni derivat karboksilne skup®é& Y H a H
s amino skupinom neke aminokiseline ili nekog peptida. Prilikom povezivanja u peptidnu
YH]X PRUD VH VSULM Hg latdhhu, Udké $¢ Pé hDBHiMEPtia B neprirodnim
D-aminokiselinama. Ostale skupinsaktanataP R U D M X W dthneDréagirbjw L



2.1.3. Histidin

Histidin (Slika 4.)je prvi LJROLUDR QMHPDpPNL O L N89¢ GodiNe. $OEUHF
+LVWLGLQ MH HVHQFLMDOQD DPLQRNLVHOLQD X OMXGL L G
samo]D GRMHQpPDG DOL G XibfeUWRjp QedphobaXiGd ddids!¥ Judx. W

0
+ -_—
HsN——CH—C——0

CH,

NN

\\—NH

Slika 4. Strukturni prikaz molekule histidina

lako GMHFD L RGUDVOL PRJX VLQWHWL]JLUDWL QH&AWR PDOR
prehranom =QDpDMDQ MHHDHQ@BVWFLMX WNLYD 8 YHQ@LNRM NI
hemoglobinu,SRPDaH X VeuhthddidhBgQuXritida, alergijanemije. Histidin nalazimo

X YRUX NDR a8WR VX EDQDQH PHVX L SHUDGL POLMHNX L F
UD]J]QRP SRYXURDQRLP NROLPpLQDPD .RG PDQMND KLVWLGL
slabljenja sluha. Histidin je po kemijskom sastavan2ino3-imidazor SURSLRQVNBD NLVHO]
aminokiselina sa imidazolnim prstenom kao pozitivno nabijenom funkcionalnom grupom.
Ostali podaFL R L]RHOHNW huskbRasiWpKprRjednd3tRograaki skupina dani

su utablici 1. Disocijacijski kaaci histidina su prikazani néa 5.

~ 10...



O O

. - .0 i
HoN—CH-C—OH Hsl\T—?H-C—O HoN—CH-C—0 H,N—CH-C—0 ~
K
CH, pK; CH, pPKg CH, PK, CH,
NN 'S
ik ik \ A

Slika 5. Prikaz disocigcijskih koraka aminokiseline, histidinggijednosti pk ,pKri pKz dani
suu tablici 1.

2.1.4. Alanin

Alanin (Sika 6.), 2-aminopropionska kiselinge neesencijalna aminokiselin®ostoje dva
oblika molekulealanina:

a) .-alarin, kemijska formula: CBCH(NH,)COOH MH MHGQD RG QDMpkd@diLK DPL
se koristi u sintezi proteina

b) -alanin NBCH,CH,COOH, kojeg nalaZP R NRG EDNWH UL el XnekiwD QL p QR

peptidnim antibioticima. Nije proteogen, sastojak je koenzima A i prirodnih peptida, slobodan
se nalazi u mozgu [3].

+ || -

HsN——CH—C——0

CHj

Slika 6. Strukturni prikaz molekule-alanina

$0ODQLQ MH YDADQ L]YRU HQHUJLMH ]D Plsastavgdda\éNd YR PR
YDAQLMLK DPLQRNLVHOLQD ]D LPXQR VXVWDY X SURL]YRC
a H 0 H organskih kiselina [4]. U tijelu es ova aminokiselina kombinira MR&8 MHGQRP
aminokiselinom, histidinom, kako bi stvorile dipeptid (dvije aokiseline povezane
SHSWLGQRP YH]RP NDUQR]JLQ 2VWDOL SRGDFL R L]JRHOHI

~ 11~



vrijednosti ograka i skupina dani su tablici 1. Disocijacijski koraci alaningu prikazani na
dici 7.

0 0 O

+ pKl + - pK2 || -
H;N—CH-C—OH &— H;N—CH-C—0 /———= H,N—CH—C—O0

CH, CH3 CH,

Slika 7. Prikaz disociacijskih koraka aminokiseline, alanina, vrijednosti;pK, danesu u
tablici 1.
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2.1.5. Karnozin

Karnozin je dipeptid, sastoji se odstidina i betaalanina (Slika 8 Karnozin je(2S)
2-[(3-aminc-1-oksoopropil)aminoB-(3H-imidazok4-il)propanska kiselinamolekulske mase
J PRO 2WNULR JD MH UXVNL NHPLpDU 9 *XOHYLFK

H,;N—CH, O H

I N | o H,N—CH, |0 o

CH,—C OH H N—CHC-0OH - | ” I

. “H,0 CH,—+C—N-JCHC-0H
[-alanin CH, H g/
CH,
N )\
\ N

Y NH \_—

L-histidin B-alanil-L-histidin

Slika8. 6WUXNWXUQL SULND] QRVMDSR MD NDUQR]LQD

.DUQR]JLQ MH SULURGQL PLALUQL GLSHSWLG NRML LQKLELU
antioksidativnm VYRMVWYRP GMHOXMH SURWLY VORERGQLK UDG
SURODI]L NUR] VW D& IO BIEYBIDIDQHH E RdlaBenl NEUirglidigai X M H N
GHQDWXUDFLMX QDUXUWRWBQ®B NRANKNWXYXHEBDNNMHPDYDH]L®
prerDQR VWDUHQMH VWDQLFD NR&AH &dWLWL NRaX RG YDQMV
LJUDADMQH OLQLMR QFSRMODINMH MH@X PLALUQRP WNLYX Qt
EUJLPiUPL® YODNQLPD NPMPRYX (iDYD@MGBDP@ 4 100 @H PRIt Q
VDGUA&L L YLAH QHJR GRYROMQR KLVWLGLQD WDNR GD MH
betaalanin, testudijesu pokazalela upotrebauplementarnog betd® ODQLQD PRAaH UDVSC
PLALUQX PDVX L VQDJX .DUQRJLQDGIMEW®XWBE NIRR |ROWH GD
YLADN NLVHORVWL NRML QDVWDMH SULOLNRP YLVRNRLQWH
QRUPDOQRJ LOQWHQ]JLWHWD SRYHUDYD PLALUQL NDUQR]LQ
DODQLQ SRND]XMXKQERMBUDRXL@D]X PLALUX RGQRVOQR
8]LPDQMH VDPRJ NDUQR]JLQD QH EL ELOR XpLQNRYLWR EXC
SULMH QHJR GRELMH SULOLNX XuL X PLaALUO > @

~ 13...



2.2. Elektroforeza

(OHNWURIRUH]D MH SRMDP NRMLe stHarRi®@ @&NWdne @ UD]O
UD]JOLPLWLP JLIEmakijehh BB VMWRIQDD SRG XWMHFDMHP HOHNWUL
JLEDQMD MHGQRJ L Rnpiziteters LHHOyHHNQW U I RJ SROMD L HO}
SRNUHWOMLYR&A&UX NRMD MH NRQ@WsWDhQYeR uNbjih®$éiV HU LV W L
nalaze > @ (OHNWURIRUH]D MH HOHNWURNLQHWLpPND SRMD®
SRMDYD SRGUD]XPLMHYD NUHWDQ MH 8 B Bibla HrénRikkapodiV W L F D
ili anodi kroz otopinu slabog elekk@L WD 1D]JLYDPR MH PHWRGRP MHU
UD]JGYDMDQMH SURWHLQD L] VPMHVH NDNR X SUHSDUDWL"
QD]JYDWL L SURF Hnyvijerjati UvjeReR@od FkBjim bi najbolje bilo provoditi
elektroforezu |ERJ SRVWL]D QM DRezudiatdH9]. ERdzibt Kelektroforeze je
elektroferogram,L] QMHJD LaApLWDYDPR VYH NRULVQH LQIRUPDFLM
svojstven je za svaku elektroforeziao kod atomske spektrofotometrijgad atom iz
SREXYHQRJ VWDQMD SrjeHIgd® $uojuxslikuy i@kt No@ Blekirgfoteze svaki
protein, VDPD '1$ L JHQ GDMH VYRMX VOLNX NRMD VH PRa&aH XVS
Za razliku od elektrolize, kod elektroforeze ne dolazi do kemijske promjene na elektrodama.

Za primjenu elekoforeze u razdvajanju proteinam Tiselius je dobio Nobelovu nagradu
1948.godine [9]. Od Tiselliusova otkiD HOHNWURIRUH]D VH UD]JYLOD X MFbE
WHKQLND DQDOLWLpPpNH VHSDUDFLMH > @
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2.2.1. Teorijske osnove

Ako se dvije elektrode pod AX LYYRURP MHGQRVPMHUQH VWUXMH
LIPHYyX QMLK VH VWY OR) Rojj®© spNsabbd. fhe)oRatiSekor sllom (F) na
PHVWLFX VIHUQRJ REO bhataja(qh Qva Bl (W) j¢ osiRvDad. pdg@nBka sila
elektroforezeL R G @ & yzZra@om:

F Eqg (3)

6XSURWQR RG SRIJRQVNH VLOH QD pHVWLFX NReSoBmMVH NUH{

zakonom:

Ft 6SK (4)
8 WUHQXWNX NDGD VH RYH GMHL M H HWILHO N R.QM W G QdjseR B HE/W L

PRAH L]UD]LWL UHODFLMRP

Eq
— 5
6 SK ©

J G M H- iskkbzitet otopine, v brzina kretanja i rtradLM XV pHVWLFH

Iz izraza se vidi proporcionalna ovisnost brzine spjakosti H O H N Whdlja E) ifhdbijene

b H&Wa obrnuto proporcionalno sprad DGLMXVD IpWHNRMLWHWDY VUHGLQH
EUJLQX PRAHPR SRYHUDYDWL DNR\BQRR HIDIPRQ VHYX VMO 8 R &/M
JakRVW HOHNWULPpQRJI SRDiMBzIk( pSdindijavna BVakdml Bentimetru
LIPHYyX HOHNWURGD L SURL]OD]JL L] GLMHOMHQMD QDSRQ

XGDOMHQRVWLPD PHYyX HOHNWURGDPD G
U

E — 6
r (6)

Elektroforetska pokretljivostm (engl. mobility GHILQLUD VH NDR XGDOMHQRV
S UL MH y EnX(t)pbdtfelovanjem gradijenta napona (E):

d @)
ili
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m

%
— 8

= (8)

S9HULQD pHVWLFD NRMH HOHNWURIRUHWVNL UD]J]GYDMDPR
IDMYHUL GLR QDERMD DPLQRNLVHOLQD SRWMHpPpH RG LRQL]J

RCOOH RCO©® H (9)
NH, H o NH, (10)

Disocijacijske konstante (pK vrijednosti) ovih skupina razlikuju se, pa neto naboj molekula

RYLVL R S+ YULMHGQRVWL VUHGLQH X NRMRM VH QDOD]H ¢
ovisiti o pH. Ukoliko je pH viednost pufera u kojem se odvija elektroforeza jednaka pl

YULMHGQRVWL DPLQRNLVHOLQD aVy&itvndg Rr@datin@abaaD NRMH
QD SURWHLQVNRM PROHNXOL LIMHGQDpHQD SD pLWDYD P
migrirati u elHNWULpPpQRFPSHFROYIMXX NRQFHQWULUDQLML SXIHUL LPC
ionsku jakost) i daju jasnije segmentAko MH SRYHUDQ EURM LRQD SURYRC
SRYHUDQD GROD]L L GR SRYHUDQMD VWUXMH WH PRUDPEF
pregrijavanja, uslijed toga je vrijentazdvajanjaG XaH QHJR X SXIHULPD PDQMH
> @ 3UL S+ YULMHGQRVWLPD QLALP RG QMHQH S, DPLQRN|
SUL S+ YL&A&HP RG QMHQH S, SXWRYDWL SUHRDDIRRFEDQDIM
LIYRYHQMX HOHNWURIRUH]H QD f& D RGUADYDQMH VWDOC

1. porast temperature dovodi do difuzije razdvojenih proteinskih wglektroforetski
UD]J]GYRMHQH pHVWLFH X VORERGQRM]PHMWMEDMXLPLP ]ERH
GMHORYDQMH HOHNWULpPQRJ SROMD

SRYLAHQD WHPSHUDWXUD PRA&H GRYHVWL GR JXELWNI

denaturacije.

SUREOHP RGUADYDQMD WHPSHUDWXUH SRYH]DQ MH V LF
primjerenom snagom eledrpQH VWUXMH SRNUHWOMLYRVW QDELN
proporcionalna kvadratnorkorienu LRQVNH MDNRVWL G6ODELMD LRQVND
SRNUHWOMLYRVW GRN MDpD LRQVND MDNRVW GDMH R&aWI
WRSOLQH YDNRLERIMMEDL GRYRGL GR SDGD HOHNWULPQRJ R\

~ 16...



Ako je dovod strujerevisok, dolazi do pretjeranog zaddiy DQMD 3 ( , RGDRVQR =
JGMH MH vQDJD 3 NDR PMHUD QDVWDOH WRSOLQH SURGXI
denaturacijgroteina.

, ] SUHWKRGQR RSLVDQRJ SURL]OD]L GD MH L]JERU SXIHUD E
VWUXMH NRMD VH PRAH SULPLMHQLWL Qddgh\xwensDpply 3R W U H E
NRMLP MH PRJXUH MHGDQ RG SDNMDP@WIXUIR G WADMNWHN IQNRR §

2VQRYQD LGHMD HOHNWURIRUH]H MH MHGQRVWDYQD QR W
GMHOXMX QD SXW QHNH QDELMHQH PROHNXOH LOL LRQD N
kao izvor dodatnih informacijampr. NDG SRNUHWOMLYRVW QH EL RYLVLOD |
QHPRJXUH UD]GYRM LMGlekiNaHDONLRN M XR IGPPQERML SULEOLAQR M&t

Kao amOLWLpND PHWRGD HOHNWURIRUH]D MH MHGQRVWDYQI
drugim tehnikamaP ROHNXODUQH ELRORJLMH @gim¢mharnihDetdda. MHG QD

(OHNWURIRUH]D MH YUOR PRUQD ODERUDWRULMVND PHWRG
koja se primjenjuje. Osnovije FLOM SULPMHQRP RYH PHWRGH VD]QDW
mH W D BR @radedima koji su povezani asnovnim funkcijama organizma, ishranom,
]JGUDYVWYHQLP VWDQMHP L JHQH W janjeRpPoteidrd ianfnidigdRra D V O X
NDNR X SUHSDUDWLYQH WDNR L X DQDOLWLpNHKIWYUKH |
YDULMDQWL -HGLQNH QD PROHNXOVNRP QLYRX ]JQDWQR VEFE
LIJOHGD OHWRGDPD HOHNWURIRUH]JH NRMH QDP VWRMH QL
dio nasljedngromjenjivostt GRN PQRJH SURPMHQH N/RWwhiblekitia, @rigJ Dy D M X
VYHJD SURPMHQH X VHNYHQFL QHXWUDOQLK DPLQRNLVHOL
RSWHUHUHQMD QH PRJX VH RWNULWL > @
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222. (OHNWURIRUH]D QD PLNURpPLSX

(OHNWURIRUH]D QD PLNURpPpLSX -tBiRgbdh k&vDramiliy SRpHW I
SULVWXS EU]J]RM VHSDUDFLML ELROR&ANLK VDVWRMDND X
minijaturizacijom kapilarne elektroforeze [13]. Od najranjféggRpHWND EDYOMHQMI
PHWRGRP GR GDQDV SULVXWDQ MH NRQVWDwWADdrauD]YRM
HOHNWURIRUH]X QD PLNURpPLSX

(OHNWURIRUH]D QD PLNURpPLSX UH]XOWDW MH VSDMDQM|
'RND]DQR MH NDNR MH HOHNWURIRUH]D QD PLNURimaSX GRV
na nanolitaskg srazmjerj a da pri torH QH J]DKWMHYD SRPLpQH GLMHORY|
separaciju visoke preciznosti. Ova metodg VWHNOD RGUHYHQX SR]JRUQRYV
SRWHQFLMDOQLK SULPMHQD L XNXSQH L]YHGEH XUHYDMD
DQDOL]X EU]R VH SR} HQRORANH H@NGLWDMWALMVNH L GUXJH
PLNURpPLSX |]D SUHGQRVW LPD QLVNX FLMHQX PDQMX YHOL
MHVX JODYQL FLOMHYL PQRJLK DQDOLWLPpNLK PHWRGD X NF
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2.2.2.1. Teorijske osnoveelektroforeze na mL N U RipHOF X

7THRULMD L PHKDQL]PL GMHORYDQMD HOHNWURIRUH]H |
]1QDQMX VWHPHQRP UD]YRMHP NDSLODUQH HG@KypdnaRIRUH]H
Lukacsu i Jorgensonu. Oni su razdvajali smjesu proteina i peptistaklenim kapilarama.

Dva glavna ishoda te tehnologije:

1) brzo demonstracijsko odvajanje biomolekula elektroforezom u staklenim cijevima

2) prisutnost elektoosmotskog toka [15].

Elektroosmotski tok iliEOF (engl. electroosmoticflow) ima Y U O R Y D & QekekioforBzd X X

QD PLNURpPLSX (2) MH XJURNRYDQ .XORQRYRP VLORP LQG
GMHOXMH QD QDELMHQH pHVWLFH GRN VH JLEDMX X RWHF
SRYUALQH L RWRSLQH HOHNWUROLWD XJODRMNQRIRIMERYRGL
pokretnih iona koji seaziva dvostruki sloj iliDebye-HY VORM .DGD VH SXVWL HO
WDGD GROD]L GR NUHWDQMD QDELMHG&PXKOMKLUOMIXleH] GYRYV
tj. dolazi do kretanja otopine u kapilarikod H X]JURNRYDQR HOHNWULpPQLP SR
javlja se naziva EOFE]JURNRYDQ MH SULPMHQRP VHSDUDFLMVNRJ S
pHVWLFH LOL SUHPD GHWHNWRUX LOL RGEBHWHRWRRP QRDOYH!
[14] (Slika 9).
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@
== NEUTRALNE =+ + 7

CESTICE ¢ NI
ANIONI KATIONI 5

Slika9. 3BULND] HOHNWURRVPRWVNRJ W Raddjskonp kel LFD N R MH
PLNURpLSD SRG XWMHFDMHP HOHNWURRMPRWVNRJ WRT

'YD pLPEHQLND NRQWUROLUDMX (2) WR MH .\NOD MRIVAW HOHN
pLPEHQLND SUL PMHUHQMX MH QDMODN&H NRQWUROLUDWL
SX QR Rohtt@litat, ali RQ MH REHGXIFWBDQ DNR VH LRQVND MDNR
VPDQMXMH aWR MH GYRVWUXNL VORM YHUL SURWRN MH V(

Brzina EOFa (LJUDAHQD NDR (2) PRELOQRVW RYLVL R EURMQLP
LRQVNH MDNRVWL SXIHUD WHPSHUDWXUH LQWH]JLWHWD
Zaustavljanje ili promjena smjera EOF SRVWLaH VH PRG LkapheeFtainilP D VW L

ili privremenim modifikacijama [1P

7RNRP DQDOL]H QDELMHQH PROHN YeChHing XekixobsMolEKdgL QRP |
toka %U]JLQD NUHWDQMD SRILWLYQR QD Eih Mraguiek UkiRiaD VH S
PRELOQRVW — VXSVWDQFL X NDSLO D4dy, BlsH@ vii@Y OMD V

m/z) i elektroosmotske mobilnosti—+pg. Elektroosmotska mobilnost predstavijena je

izrazom:
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(11)

JGMH-UXMVMIWRUD QDERMD QD-&SRMEWAENMOQDNG SRUWWKNRI HOHN
YLVNR]QRVW- RMARBNWDLHOQD N R Q-VARVIDHINWIU SXQHUDPRWHQFLMD
kapilare. Brzina kretanja otopine pod utjecajem elektroosmozazmaaku x od zida kapilare
]IDYLVL RG HOHNWURRYV P RhkhéeNdhoPHREH DWW RV PVQRL 8 R PMIH (

vx RE (12

WH MH EU]JLQD VDPRJ DQDOLWD RGUHYJyHQD-oXR @QRENRP QM|
HOHNWULPQRJ SROMD NDR d4WR VH YLGL L] L]JUD]D

v analita Pl E (13

gdiejev- EUJLQD DQBOHWWURIRUHWYV N DofRIEKtrabgidigktot® DO L WD
E- MDNRVW HOHNWULPQRJ SROMD

Standardni protokol svake elektrofdgld QD PLNURpLSX, dditadyj@iMeddidial UD Q M H
Injektiranjem uwdimo uzorak u separacijski kanaprimjenan istosmjenog napona.U
separacijskom kanalse potom uzorakeparira W D NfRigjdriom R G U H jistoQnielnog

napona a segmenti dolaze dadnih elektrodaydje se i detektiraju. Detekcija se prevodi u

Q D P Djivjsipie/ elektroferogram.
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22.22. OLNURDLS

7LSLpDQ GL]DMQ PLNURpPLSD VH VDVWRML RG PLNURNI

produljenim kanalom tzv. separacijskim kanalom gdjedsaj@ proces separacije (Slika.L.0

PUFER

\'
UZORAK —o——=

|
|

OTPADNI
UZORAK

- 1
v *

]

RADNE
ELEKTRODE OTPADNI
PUFER

Slika 10. Shematskipt ND] PLN15RpLSD

7LSLPpQH GLPHQ]diida MSD QDFODANVXE2QID P D GXOMLQD VHSDUD
kanala % FP 1D VYDNRP PLNURPUSBKHEIRRWYBMHD WHNXULQX \
]JDYUGHWFLPD NDQDOD za Gj¥kirabje-izdrh i RDRPIR IMXL AEDFNJURX
HOHNWUROLW SXIHU D GUXJD GYD VOXaH ]D RWSDGQX W]
SUHNR UH]JHUYRDUD LVSXQMHQLK SXIHURP LOL X]JRUNRP X
plemenith PHWDOD > @ 1D pld&aRoWlk® W MHEXWHEREBH.NX NULAD LO
dvostrukiT. 8]RUDN VH XRELpDMHQR LQMHNWLUD HOHNWURNLQH
kanah kroz uzorak. Injektiranje i separacija su kontrolirani nezavisnim izvorima visokog
QDSRQD 'HWHN FLddhja vidd suRrbtnbimél &raju separacijskog kanala gdje su
VPMHEWHQH HOHNW Uhaigkehe @ B MpH SV X3 Q D i jr&i/Geiiitii-stekla Ro
kasnijjese |D L]JUD G XkopstS BROLPHUQL VSRMHYL MHU VX .MHIWLQ
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3. Eksperimentalni
dio



3.1. 3RSLV NRULGAWHQLK NHPLNDOLMD

=D RGUHYLYDQMH DPLQRNLVHOLQD HOHNWURIRUH]RP
kemikalije:

Tablica3. 3RSLV NRULAWHQLK NHPLNDOLMD

Reagensi BURL]JYRYDD
L-HISTIDIN SigmaAldrich 99%
%ALANIN SigmaAldrich 98,5%
OCTENA KISELINA Panreac 98%

3.2 Aparati i pribor

3.21. 8UHyYyDM ]D PLNURpPLS HOHNWURIRUH]X

ChipGenieS editon E  SURL]YRYDp PLFURIOXLGLF &KLS6KR
1MHPD@MNKa 11) je sustav baziran na mIRIOXLGLpNRM WHKQLFL VHSDI
analita koji rabi kapilarnu elektroforezu skapacitivno spregnuti, beskontaktnm,
konduktometrijskin detektoom, C'D (engl capacitivelycoupled contactless conductivity
detection.

Sustav se sastoji od kanala 2Y RYyHQMH X]J]RUDND L NDQDOD ]D VHSDUD
(radnih) elektroda i instrumenta sa visokonaponskim izvorbrstument je povezan sa
NRPSMXWH U B$B-&&IRIBljnEobrade podataka.

Dimenzije instrumenta su: 19n, 12 cm, 8 cm (duljina ALULQD YLVLQD ,QVWUXPF
glavne komponente prikazane rici 9 3RNORSDF LQVWUXPHQWD VDGU:
jedinicu koja kontroliranapon injektiranja i napon separacie HOHNWURGH ]D XYR:
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VHSDUDFLMX X]RUND lijedd prikdzBn heQidi ) X B &M/ kdngrolnu
MHGLQLFX L GUaDp ]D PLNURPLS VD NRQWDNWQLP HOHN\
PLNURDPLSD QD NRMHJ VERNUHDWQRIXMRHGIBE B DX D

Zatvaranjem poklopca, visokonaponske elektrode dolazentakiosa uzorkom ili puferom
XQXWDU UHJHUYRDUD PLNURpPLSD L DQDOL]D PRAH ]DSRpHW
8] LQVWUXPHQW VH NRULVWLWH MRa GYD SURJUDPD ]D DNY
a) ChipGenieNRML VH NRULVWL |]D DNYL]JLFLMX SRGDWDND L SR
koraN. SULMH VYDNH DQDOL]H 3R BjektiranéisepaacieRBOrkaW UX M X QI

b) Origin 85 NRML VH NRULVWL ]D REUDGX SRa DSARDEWVEAIQ]UD p X Q
retencijsk@ vremenagika.

Slika 11. SUH g®MWIOHNW UR IR UH] & KO3 *HLONUHRSp HEX.WLR Q |
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3.2.1.1. Detektor C*D

C’D detektor se koristio za detekciju aminokiselin®rincip na kojem radi ovaj
detektor opisang na $kama 1214. C** UDEL R GD &L O M BrigNpénsin@dted MakdJ R G X
bL VH SRGUXpMH X]J]RUND SRGYUJQXOR YLVRNRM DPSOLWXC
VLIJQDOD SUL pHPX VH RGJRYDUDMXUL VODEL VLIJQDO LJI

primanje signalagngl.receive), slika 12

Slika 12. Shema funkcioniranja© detektora

1D YHOLPpLQX SULPOMHQRJ VLJQDOD >WaviB)pH HOHNWULPQD

Slika 13. Oblik signala na elektrodi za gam signala

$PSOLWXGD SULPOMHQRJ VLJQDOD L]PMHQLpQH VWUXMH \
istosmjerne strg prikladanza prikupljanje podatakgblika 14).

Slikal4 $PSOLWXGD SULPOMHQRJ ¥dkdr(QpeeWdbarjd @sHaD LpQH VW L

istosmjerne struje.
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.DGD QDELMHQD pHVWLFD Szadlijglirmals Rrérijenp Mkbpné kodljiddstF L M H
uzorka. KooWWDQWQLP SUDUHQMHP YRGOMLYRVWL VLJQDO UH S
srazmjerne koncentragi ispitivanog X]R UND 6 L JQ DROE WHXHERMWN.OMLY DS
(elektroferogram([8].

3.212. OLNURDLS

Materijal detekcijskih (radnih) elektroda je slogtiskanogitanija, debljine10 nmna

kojemu se nalazloj natiskanoglatadebljine 100-150 nm Detekcijske (radne) elektrode su
SRVWDYOMHQH QD YDQMVNRM VWUDQL PLNURPLSD NDNR D¢
ovih elektroda zahtjeva uporalC'* GHWHNWRUD 6MHFLAWH NDQDOD QD
NULaAaD D NDQDOL VX SUHNULYHQL VD WDQNRP IROLMRP 'LF

— FPolimetikmetakrilat PMMA) je materijal o)dNRMHJ MH QD S p.Da ¥akdhQ PLNUF
PLNURpPpLBNMHSRMWHUIYRDUD NRML VX WDNRYHU QDpPpLQMHQL
UHJHUYRDUD MBbl). /| 60OLND

Slika 15. Prikaz R E O L NDrapdk&hidn radnim elektrodamaji se koristio u ispitivanjima
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3.2.1.3. PMMA

PMMA (polimetil-metakrilat) (Slika 16.), je umjetno (akrilno) stakloPMMA je
SURJLUQD SODVWLND * JXR/W.R/WHL RNHRN DRI JPPMHQD ]D VWDNC
PDQMH FLMHQH WH YHOLNH RWSRUQRVWL QD UD]OLpLWH N
PMMA [prenosjdo 920/1vidljive svjetlosti(3 mm deljine). Materijal je razvijen 1928odine.

Slika 16. Strukurni prikaz molekule PMMA

3.2.2. Vaga

$QDOLWLDPND Y-IROMROPOLIRGELQD MH NRULAWHQD ]D SULS
otopina aminokis@ha i otopina pufera koje su se koristiléspitivanjima(Slika 17.).

Slika 17. Prikaz vagekoja se koristila wopisanim ispitivanjima
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3.2.3. Pipete

PipeteHirschmann Labopette, volumena 10 — te volumena 100 /I VX

kori & W Higpltivafijimaza pripremu uzoraka i uzimanje uzoraka za andtiika 18).

Slika 18. Prikaz pipetakoje su se koristile npisanim ispitivanjima.

3.24. 8BOWUD]YXpQD NXSHOM

8OWUD]YXpQD NXSH-0OM (Cesrigry)l je5R U L & Wispivanjika za
XNODQMDQMH SOLQRYD X SULSUHPOMHQLP RWRSLQDPD 5D
YLEUDFLMD X] NRULAWHQMH WHNXULQD NRMH LPDMX VSRV
putem ultrazvuk§l18].

Slika19. 3ULND] X O W U D kdjase RdrsthexcpisaiMipitivanjima
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3.3. Priprema otopina

3.3.1. Priprava pufera koncentracije 0,5M

Otpipetirati 2,87 mL koncentriranectene kiselineHAc) u volumetrijsku tikvicu od
100 mL u kojuH GRGDQR QH&AWR XOWUDpPLVWH YRGH D ]JDWLP «
oznake.2YDNR SULSUHPOMHQ SXIHU LPD S+ YULMHGQRVW “

3.3.2. Priprava otopine histidina, ¢ (His)=10*M
Odvagati0,155 grama histidinekvantitatvno prenijeti u volumetrijskaikvicu od 100
mL L RWRSLWL X PDORP YROXPHQX XOWUDpPLVWH YRGH WL
oznake Ovako pripremljena otopina je koncentradifg® M.
3.3.3. Priprava otopine histidina, ¢ (His)= 10°M
2W S LSHW L Udbogirle histidinac = 10% M, u volumetrijsku tikvicu od 25 mL u
NRMX MH GRGDQR QHAWR XOWUDpPpLVWH YRGH D ]DWLP QDG
pripremljena otopina je koncentraclie™> M.
3.3.4. Priprava otopine histidina, ¢ (His)= 5x 10° M
2WSLSHWLUDWL tidina, cR\MOR 8, LuQrblurketrijsku tikvicu od 10 mL u

NRMX MH GRGDQR QHaAWR XOWUDpPpLVWH YRGH D JDWLP QDG

pripremljena otopina je koncentracex 10° M.
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3.3.5. Priprav a otopine histidina, ¢ (His)= 1x 10° M

OtpipeW LUD W L / RWRSLI3M, i olukvetri@kuQikvicu od 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QHAWR XOWUDpPLVWH YRGH D ]JDWLP QDG

pripremljena otopina je koncentraclje 10° M.

3.3.6. Priprava otopine histiding, ¢ (His)= 2,5x 10° M

2WSLSHWLUDWL / cR\MOR 18, LuQrblurketrijsiv ltikvicQdd 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QH&WR XOWUDpPLVWH YRGH D ]JDWLP QDG

pripremljena otopina je koncentracgesx 10° M.

3.3.7. Priprava otopinehistidina, ¢ (His) = 5x 10° M

2WSLSHWLUDWL / cR\MOR I8, LuQriluri(etrijsi LtikvicQdal 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QHAWR XOWUDpPpLVWH YRGH D J]DWLP QDG
pripremljena otopina je koncentic5 x 10° M.

3.3.8. Priprava otopine alanina, ¢ (Ala)= 10% M

0,089 grama alanina kvantit&ho prenijeti u volumetrijskuikvicu od 100mL i
RWRSLWL X PDORPH YROXPHQX XOWUDpPLVWH YRGH WLNYLI

Ovako pripremljena otapa je koncentracij@0? M.

3.3.9. Priprava otopine alanina,c (Ala) = 10° M

2WSLSHWLUDWL £ RV RIS I @HMBHGsRUQikv@d od 25 mL u
NRMX MH GRGDQR QH&WR XOWUDpPLVWH YRGH D ]JDWLP QDG

pripremljena otopina je koncentraci@> M.
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3.3.10.Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) =25x 10° M

Otpipdirati 250 / R W R&dniatc = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QHaAWR XOWUDpPLVWH YRGHak&@ Qo LP QDG

pripremljena otopina je koncentraces x 10° M.

3.3.11.Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) = 5 10° M

2WSLSHWLUDWL £ RMW°RVE U QatinRejsk@tik@dd od 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QHaAWR XOWUDWD p MWHVRRGHR @R FD &R PR QD03

pripremljena otopina je koncentrache 10> M.

3.3.12.Priprava otopine alanina , ¢ (Ala)= 75x 10> M

2WSLSHWLUDWL £ RMPRVS L QatinRt@jsk@tik@dd od 10 mL u
NRMX MH GRGDQR QHBWRWICPNQYDERBWE LYWRGKOWUDpPLVWRP

pripremljena otopina je koncentracijes¥,10° M.
3.3.13.Priprava otopine smjese alanina i histidina, ¢ (HisAla) = 75x 10° M
2WSLSHWLUDWL ¢ RWRSILQH DORWRSEZH IBIM/WLGL

X YROXPHWULMVNX WLNYLFX RG P/ X NRMX MH GRGDQR (
XOWUDpPLVWRP YRGRP GR R]QDNH 2YDNR SBxSOMROMHQD

odnosu na alanin i histidin
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3.3.14.Priprav a otopine smjese alaina i histidina, ¢ (His, Ala) = 5x 10°M

2W S LSHW L Otbpiddalaninad¢ = 10°M L otbpinehistidina,c = 10° M,
u volumetrijsku tikvicu od 10P/ X NRMX MH GRGDQR QH&AWR XOWUDpPLVW
XOWUDpPLVWRP YR®G&® pRmRh@ btdpitha je koncentrachex 10° M u

odnosu na alanin i histidin.

3.3.15.Priprav a otopine smjese alanina histidina, ¢ (His, Ala) = 2,5x 10°M

2W S LSHW L Otbpiddalaninad¢=10°M L otbpinehistidina,c = 10° M,
u volumerijsku tikvicu od 10P/ X NRMX MH GRGDQR QHAWR XOWUDpPLVW
XOWUDpPLVWRP YRB&R®E pripRRmieh® Bdpia je koncentradi x 10° M u

odnosu na alanin i histidin.
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3.4. Postupak mjerenja

3.4.1. % D a G Draveel] 3-alanin

1D SRpHWNX PMHUHQMD LQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMYV
XOWUDPLVWRP YRGRP 1DNRQ W Rapilari iopvhati dtdpinbhpubéral, VH S D
octenom kiselinom,s05M 8NOMXpLWL UDpXPDDRDWWURY®DWY]PULWL S
softver ChipGenie 8 VRIWYHUX XSLVDWL AaHOMHQH SDUDPHWUH LQ
PHWRGD ]D VXVWDY NRML VH PMHUL 'RGDWL /| RWRSLC
nekoliko mjerenja (elektroferograma)opine pufera, dok se bazna linija ne stabilizira.

8 UHJHUYRDURpIIIBND GRGOQ W L nia,R W R5xL1QHM DaQuDostala tri
UHIHUYRDUD /| RWRSR@ieWEX IHDUIIUDYLWL RGUHYHQ EURM
dobivene elektroferograme w@uliti u programwOrigin 8.5. LJUDpXQDWL YLVLQX SLN
pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

, QMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVSUDWL
bLSD ]IDX]BRGDWL /| RWRBUGHODDDQRYWDOD WUL UH]JHU
otopine pufera i IDSRpAMHUHQMH 1DSUDYLWL RGUHYHQ EURM
elektroferograme obraditi u prograntrigin 8.5. LJ]UDpXQDWL YLVLQX SLND S

odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVSUDWL SURILOW
bLSD ]D X]RUDN o®fin® Blakihac=75x10° 0 D X RVWDOD WUL UH]HU
otopine pufera i IDSRpAMHUHQMH 1DSUDYLWL aR@Uddlive® EURM
elektroferogrameobraditi u programuOrigin 85. LJUDpXQDWL YLVLQX SLND S
odrediti retencijsko vrijerapika).

1D NUDMX UDGQRJ GDQD LQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVN
XOWUDpPLVWRP YRGRP

Parametri mjerenja:

- uzorak: alanin, & 2,5x 10°M , 5x 10°M i 7,5x 10° M
- pufer= octena kiselinac = 0,5 M, pH= 2,5

- napon injektiranja 0,80 kV
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- vrijemeinjektiranja= 12 s
- napon separacipe 3,80 kV

- vrijeme separacije= 200 s

3.4.2. %DaGDUDQ zagbibtidiD F

1D SRpPHWNX PMHUHQMD LQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMYV
XOWUDPLVWRP YRGRP 1DNRQ W Rapiark Qdvati dteplnbhvpuderal. VHSD
octenom kiselinom, e 0,5 M. BNOM X XIQWIOBD XUHYD M Jobvofit& $ UD SDWMDLM X U L
softver ChipGenie 8 VRIWYHUX XSLVDWL AaHOMHQH SDUDPHWUH LQ
PHWRGD |D VXVWDY NRML VH PMHUL 'RGDWL /| RWRSLC

nekoliko mjerenja (elektroferograma) otopine pufergk e bazna linija nstabilizira.

8 UHJHUYRDU pLSD ]D X]RUDN GRG@GEBW k10° M/ aR\VeRaBalt) H KLV V
UHJHUYRDUD /! RWRSROHWAXHOMHL 1DSUDYLWL RGUHYHC
dobivene elektroferograme obraditi u pragaOrigin 8.5. LJUDpXQDWL YLVLQX SLN

pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

,(QMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVSUDWL
bLSD ]D X]JRUDN GRGDWL,c=25RWREGAQRVALIVODL CLWIDUH]HUYR
RWRSLQH SXIHUD L |J]DSRpHWL PMHUHQMH 1DSUDYLWL
elektroferograme obraditi u prograntrigin 8.5. LJUDpXQDWL YLVLQX SLND S
odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku i separadM VN X NDSLODUX pLSD LVSUDWL SURILOWULUDRQ
pLSD ]D X]JRUDN GRGDWL ,c=5R0WRSIDQX RYWWDGLYDL UH]HU
otopine pufera i IDSRpAMHUHQMH 1DSUDYLWL RGUHYHQ EURM
elektrokerograme obraditi u program@rigin 85. LJUDpXQDWL YLVLQX SLND S
odrediti retencijsko vrijera pika). Na kraju radnog dana injekcijsku i separacijsku kapilaru
pbLSD LVSUDWL SURILOWULUDQRP XOWUDpPLVWRP YRGRP

Parametri mjerenja:
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- uzorak: alaim, ¢ = 1x 10°M , 25x 10° M i 5x 10° M
- pufer= octena kiselinas 0,5 M, pH= 2,5

- napon injektiranja= 0,80 kV

- vrijeme injektiranja= 12 s

- napon separacipe 3,80 kV

- vrijeme separacije 200 s

3.4.3. % DaGDUQ IzaSrhjd3lY Eakanina i L-histidina

1D SRpHWNX PMHUHQMD LQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMYV
XOWUDpPLVWRP YRGRP 1DNRQ WRJD LQMHNFLMVNX L VHSD
octenom kiselinom, s 0,5M 8NOMXpLWL UDpXQDORN RWHNRWNM WD S&(L SD {
softver ChipGenie 8 VRIWYHUX XSLVDWL AaHOMHQH SDUDPHWUH LQ
PHWRGD ]D VXVWDY NRML VH PMHUL 'RGDWL /| RWRSLC
nekoliko mjerenja (elektroferograma) otopine graf, dok se bazna linija ne stabilizira.

8 UHJHUYRDU IN.SRGDW]IRUD/ RWRSLQH VPMBATHOIOMDQLQD L
odnosu na alanin i histdinD X RVWDOD WUL UHJ]HUYRDSPRPmdMMeR WR SLQ
IDSUDYLWL Rnfetdiay & d@pbizdn&elektroferograme obraditi u progr@mgin 8.5.

LIUDpXQDWL YLVLQX SLND SRYU&GLQX SLND L RGUHGLWL Ul

,QMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVSUDWL !
pLSD ]Dk BJRGMDW L / RWRSLQH VP MH\5H10°OvDuQdI&s na KLV W L
alanin i histdin D X RVWDOD WUL UH]JHUYRDUD /| RWRSLQH SXIt
RGUHYyHQ EURM PMHUHQMD D GRELYHQH HWB@ENSBURIHURJ
LJUDpXQDWL YLVLQX SLND SRYUALQX SLND L RGUHGLWL Ut

IQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX p,luSd2enoa8 UDWL S
bLSD gk Hddati / RWRSLQH VPMHVH OB QUOOND ulbdKosWNa L G L Q D
alanin i histidn D X RVWDOD WUL UH]HUYRD B R mjéMhicRNapR&L QH S X ||
RGUHYHQ EURM PMHUHQMD D GRELYHQH HW¢NSBIRIHURJ
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LJUDPpXQDWL YLVLQX SLND SRY U 4&Le@Xpilg) NDkrajuRaBnd$ G LWL |
GDQD LOQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVS!I

Parametri mjerenja:

- uzorak: alaning =2,5x 10°M ,5x 10°M i 75x 10° M
- pufer= octena kiselinas 0,5 M, pH= 2,5

- napon injé&tiranja= 0,80 kV

- vrijeme injektiranja= 12 s

- napon separacipe 3,80 kV

- vrijeme separacije 200 s

3.4.4. 2GUHYL Y-Bl&ideH L-histidina

=D WHVWLUDQMH WRpPQRVWL L SUHFL]QRVWL RGUHYLYD
SRVWXSDN M Hon Gisandhl paDifdadR kalibracijskih dijagrama zalanin i L-
KLVWLGLQ SRMHGLQDPQR L X VPMHVL

,OQMHNFLMVNX L VHSDUDFLMVNX NDSLODUX pLSD LVSUDWL !
bLSD ]D X]JRUDN GRGDWL / RWR S LkOrigeritracd. Witvan@sRiJ X]R U
RWRSLQH SRMHGLQ Dalinki EnRtidpaR kb Mihve §nijese.

SDUDPHWUL PMHUHQMD ELOL VX LGHQWL{DMRQLR E BREDIML

pravaca
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4. Rezultati |
rasprava



4.1. Bazna linija

6WDELOQRVW PMHUQRJ XUHYyDMD SURSXVQRVW NDSL
SXIHUD SRPRUQRJ HOHNWUROLWD WHVWLUDMX VH SULMI
(OHNWURIHURJUDP pLYRPHR (RYRRISH Kb djSaAkd [REDBIAVIRI baznu
liniju mjerenja prikazan je na slici 20.

Slika 20. Elektroferogram otopine pufera, 0,5 M octena kiselina, pH = 2,5.

3UDYLOQD ED]QD OLQLMD HOHNWURIHUR beZD@W HUWMWR U 3 M X
pikova, ukazujeQD QMHJRYX DQDOLWLPNX SRGRE @PRAMAN]DIftVYD LV S
(mijenjanje napona s vremenom) vjerojatno je posljedica postupnog zagrijavanja
SXIHUD SRPRUQRJ HOHNWUROLWD UH]IXWWLPpUD MX L USHRROPF
osobina Drift prikazan na slici 20. prihvatljiv je za elektroforetska ispitivanja, s obzirom da

sustav nije termostatiran.
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4.2. % DaGDUGQ2za Sdhbity DF

Preliminarna ispitivanja pokagulinearniodziv C'D G HW H N \aRtinou $BR G U X p M X
0d2,5x 10° M do 7,5x 10° M.

Elekt U R | H U R &lafirfalza koncentracije 2510° M, 5x 10° M i 7,5 x 10° M prikazani

su na slikama 2% 23,, respektivno.

Slika 21. Elektroferogram -alanina, ¢ = 2,5x 10° M u 0,5 M octenoj kiselin(pH = 2,5).
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Slika 22. Elektroferogram -alaninac =5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).

Slika 23. Elektroferogram -alaninac = 7,5x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).

.D R &&Wii na slikama 21.23,, na elektroferograima je prisutno nekoliko pikova.

Pikovi koji odgovargu retencijskom vremenu od 49 sekundi pripada-alaninupri pH = 2,5.
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Elektroferogrami otopine-DODQLQD LVSROMDYDMX MDVQR L]JUDAaHQ
QHIJDWLYDQ SLN NRMiu ‘aaxiad QHaliNkdaviQisrbjatndl BeFodnose, s
REJLURP QD DPILSURWLpPpNL NDUDNWHUDDPRPIQQRNWLYHODQYIY RQ

sustava i nebitni su za njegovu kvantifikaciju.

% D & G D U Q1D @drinYeDpFikazan na slié4.

Slika 24. % D @ G D U Q LDSalaRirvuDB M octenoj kiselini

Kao &WR VH PRA&H YL G pMistthajeaka NhéatngdvisnostL]PHYX NRQFHQWUD
-DODQLQD L RGJRY DU D M30,999)FRrarhkirhrovbaliBeaMR rédesifsu
prikazani na slici24 SRGUXpMH OL QHDJIQRU +R&U0OYND. M H
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8 WDEOLFL MH SU bjRddgihWQ B RY U B)EHY Y BW B DYS L W L Y D&adinkl iRQQAHKERW D beRLIMSHD GDM XuD VWDWL!

Tablica 4. RezultatiL]UD p XYW S QRDPODQLQD V SULSDGDMXURP VWDWLVWLPpNRP REUDGRP

-ALANIN (Ala)
c[M]/[mg/L] SRYUSLQD SLND >P/{ srednja SD RSD CV(%) | &/ S
vrijednost
A>/2,23 -0,6102 -0,7264 -0,8049 -0,5518 -0,67 0,11 -0,17 -16,9 0,11
A ~ /4,45 -2,0232 -1,7309 -1,5942 -1,1077 -1,61 0,38 -0,24 -23,7 0,37
A~/6,68 -2,5170 -2,4128 -2,4673 -2,5788 -2,49 0,07 -0,03 -2,9 0,07

LEGENDA

SD = standardno odstuparfgngl.standard deviation

RSD = relativno standardno odstunje(engl.relative standard deviatign
CV (%)= koeficijent varijacijgengl.coefficient of variatioh

CL = interval pouzdanosfengl.confidence limits
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4.3. % D a G D U G Qd4a IShisbBdifiD F

Preliminarna ispitivanjapokaala sulinearni odziv C*D dektora za thistidin u
SRGUXhHMXLORGBdo5 x 10° M.

Elektroferogrami L-histidina za koncentracije 1,5 x 1M, 2,5 x 100 M i 5 x 10° M

prikazani su na slikama 2527., respektivno.

Slika 25. ElektroferogramL-histidina ¢ = 15x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Slika 26. ElektroferogramL-histidina ¢ = 2,5x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).

Slika 27. Elektroferogrami-histidina ¢ =5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (d = 2,5).
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.DR @aWR MH YLGO M=£2Y.ma@lBktferodidmiiia jerisutno nekoliko pikova.

Pikovi koji odgovaraju retencijskom vremenu od 55 sekundi pripadajustidinu, pri
pH=2,5.

Elektroferogrami otopina +histidina ispolava X MDVQR L]JUDAHQ GREUR GHII
QHJDWLYDQ SLN NRML V-Bistidiha. JKao N Kdd QaVerird. 0s@IF pikow  /

YMHURMDWQR VH L RYGMH RGQRVH V REJLURP QD DPILSL
specije LhistidinaizravnoHaQRJ VXVWDYD L QHELWQL VX ]D QMHJRYX

% D & G D U QzaLShIdtliv jp prikazan na slici 28

Slika 28. % D & G D U Qza IShistidlivi D 6,5 M octenoj kiselini

Kao AWR VH PR&H YLG Mrisuta ¢ QD G\RY RFINMBaANIid3t L] P H y X
koncentracijeL-histidna L RGJRYDUDMX LK SR ¥9585.(ParadetipRYEdD 5
linearne regresijeu prikazani na slici SRGUXpMH OLQHIXW@WMEFKGIJLYD MH
M.
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U tablici5.je pLND]D QD L ]rijeDiim¥ [5\R B Uvdda @ilispdiaNekoncentracije-histidinai QMLKRYD SULSDGDMXiD VWDWL

Tablica5. 5SH]XOWDWL L]UDpXQD-WLKWRXWED DSIULNSRDGCGD MXURP VWDWLVWLpPpNRP REUDGRP

L-HISTIDIN (His)
c[M]/[mg/L] S R Ynd pika[mVs] srednja SD RSD CV(%) &l S
vrijednost
A /0,77 -0,3572 -0,5260 -0,4510 -0,44 0,08 -0,19 -19,0 0,09
A /1,55 -0,7924 -0,7188 -0,7584 -0,7323 -0,75 0,03 -0,04 -4,3 0,03
A~/3,88 -2,6552 -2,5397 -2,4937 -2,2639 -2,49 0,16 -0,07 -6,6 0,16
A /7,76 -4,1064 -3,7954 -3,6443 -3,7882 -3,83 0,19 -0,05 -5,1 0,19
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4.4, % D &G D UG Qza SijeBuY-8Bldnina i L-histidina

Preliminarna ispitivanja pokaaujlinearni odziv C*D detektora] D V P M-&lania i
L-histidina X SR @ bd2J5x 10°M do7,5x 10° M u odnosu na alanin i histidin

Elektroferogramismjese -alanina i L-histidinaza koncentracij@,5x 10° M, 5x 10°M i 7,5

x 10° M u odnosu na alanin i histidisu prikazani na slikama 29 31., respektivno.

Slika 29. (OHNW UR | H U R lamirfa i -Rigfiding ld = 2,5 x 10° M u odnosu na alanin
i histidin, u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Slika 30. (OHNW U R I H U R <hlafir i V-Rigtiding I = 5 x 10° M u odnosu na alanin i
histidin, u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).

Slika3L (OHNW UR I HU R hlafirR i \-Risfiding id = 7,5 x 10° M u odnosu na alanin
i histidin, u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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.D R &&WHi na slikara 29.- 31., na elektroferogramaje prisutno nekoliko pikova.

Pikovi koji odgovargu retencijskom vremenu oé1 sekundi pripada -alaninupri pH = 2,5
dok pkovi koji odgovargu retencijskom vremenu od 68 sekundi pripgada-histidinu, pri pH
=2,5.

Elektroferogramh V P M H-¥l&hina i Lhistidina ispolavihu GYD MDVQR L]JUDA&HQD
GHILQLUDQD GREUR VHSDULUDQD L SUDYLOQEal&@HIIDWLYQD
L-histidina. Ostali pikovi vjerojatno se odnose na ostale specije phsatminokiselina iz
UDYQRWHAQRJ VsxiYaniBovukvanti@kddgiu W Q

% Dalrepravaczasmijesu -alanina i Lhistidina je prikazan na slici 32

Slika 32. Kalibracijski graf zaV P M HaléXina iL-histidina u 0,5 M octenoj kiselini

U smevVL MH PRJXUD NYDQWLILNDRRANMDHRERH QD YHGHQYHR O N
koeficijentom korelacije.

Kao &WR VH PRAaH YRGMHM NV XQDQWOMHLMDND OLQHDUQD SRYH]I
-DODQLQD L RGJRYDUDM?=D9®266 RYUALQD SLNRYD 5
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TDNRYyHU SULNDGRY B GOHIMDMIQD SRYH]D QR YV W-Hisliighy X NRQF
RGJRYDUDMXiULK SRY|9840QD SLNRYD 5

Parametri linearne regresijskaije za obje ispitivane aminokiselirsu prikazani na slic32.,
SRGUXpMH @ivaQi¢lBIQRVI “R 10° M.
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U tablicL
statistika.

MH SULND]D@ddnds\W 3 [RXYQ R ¥@H3{Hivdh® koncentracijé/ P M Haladina i Lhistdina WH QMLKRYD SULSD

Tablica6. 5SH]XOWDWL L]JUDpXQ D-#ahiKa BERKLV/AM QDBOLYIDNR SV LSDGDMXURP VWDWLVWLPpNRP REUDCG

6 P M H-dlBnina (Ala) i L -histidina (His)

c[M] SRYUALQD SLND >H szreeg:gt SD RSD | CV(%) | &/ S
. Ala 10,5450 | -0,5761 | -0,5587 | -0,5440 | -0,55 0,01 0,03 2,7 0,01
A His 16661 | -1,6846 | -16715 | 16737 | -167 0,01 0,01 0,5 0,01
. Ala 71,1999 | -1,1468 | -1,1135 | -1,0230 | -1,12 0,06 20,05 5,3 0,07
A His 34974 | 39526 | -3,4418 | -3,0906 | -3,49 0,35 0,10 10,1 0,35
. Ala 23619 | -2,1672 | -2,4526 | 2,0558 | -2,26 0,18 0,08 8,0 0,18
A His 6,0138 | 52057 | 58754 | 67349 | -5096 0,63 0,10 10,5 0,61
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4.5. 2GUHVYL Y-BlaiMeH L-histidina

Utablici7 SULND]DQL VX UH]X@wdiw K LR/GULHGILLY'D QIBEOM HG L Q|
MH X WDEOLFL  SULND]D Qkiselnausips! VSRPHQXWLK DPLQ

Tablica 7.Rezultati SRMH G LR® P B RLIa&@aM Bhistidina

AAWAZNN L-HISTIDIN
1 1DyH( ,VNRUL 1 I1DYyHQ ,VNRUeL
c [mgL~/M] [mgL'l] (%] c [mgL~/M] [mgL'l] (%]

2,23/ 0,77/
2 Bx 10° 2,33 104,6 1.5% 10° 0,76 99,4

4 .45/ 3,88/
54105 4,79 107.,6 2 5x 105 4,27 109,9
7 gf%s 6,86 102,7 57)(’713/5 7,33 94,5

7TRPQRVW UH]XOWR®DHY R-MAQd QHBidp&U]UD aH QUK RNUODLRWHQMH
(recovery, testirana metodom poznatogddfaND NUHUOH VH X HIDABIR QR X RG
94,5 £109,9 %, respektivno.

Tablica 8. Rezultati R G U H y L-1@nipav Bhistidina u smjesi

-ALANIN L-HISTIDIN

. 1DYH( ,VNRUL:? 4 1DYyH| ,VNRUL
¢ [mgL™MI | oy (%] ¢ [maLMI | gy [%]
223/ 0.77/
AR 233 104.6 Lo its 0.76 99,4
4.45/ 3.88/
e 4.79 107.6 2508 4.27 109,9
, gff(/){, 6.86 1027 57)('71655 7.33 94.5

7RPQRVW R BX-OWDAMEM Bhistidina X VPMHVL L]UDNRGEAWNDR L
WDNRYyHU WHVWLUDQD PHWRGRP SR]QDWR®,RGDVEND NUH i

104,9% respektivno.
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8 UDGX VX NRULAWHQMHP HOHNWURIRUH]H QD PLNURDp
-alanin i L-histdin @ SRMHGLQDpPQR L X VPMHVL 6SRPHQXWH VX
NRPSRQHQWH NRPHUFLMDOQR DWUDNWLYQRJ GLSHSWLG
DQWLRNVLGDFLMVND L ILILRORAND VYRMVWYD

=D VHSDUDFLMX MH NRU L afétdkgilatal(fMVR)p B SetRkGijuSdpiavamH W L O
DPLQRNLVHOLQD NRUL&WHQ MH NDSDFLWLYQR VSUHJQXWL
(C'D).

,VSLWLYDQ MH XWMHFDM VOMHGHULK SDUDPHWDUD QD HIL
injektiranja, napon separacije i viekH VHSDUDFLMH 6DVWDY SRPRUQRJ
GHWDOMQR MH LVWUDALYDQ L RSWLPLUDQ X FLOMX SRYHI
LVWUDALYDQLK DPLQRNLVHOLQD L QMLKRYH VPMHVH

,] SRGDWDND GRELYHQLK PMHUHQM H kko\al ZaDspak @ ipjabihu X SR'Y
NRQFHQWUDFLMX 3ULPMHQRP OLQHDUQH UHJUHVLMVNH DC
]JD VYDNX SRMHGLQDpPQR LVWUDALYDQX DPLQRNLVHOLQX
'RQMD JUDQLFD GHWHNFLMH HVQUIDELR® QLKJ PRLQRHWLRBO L
GRGDWND NRUL&AWHQD MH ]D WHVWLUDQMH WRPQRVWL RC
QMLKRYRJ VDGUADMD X VPMHVL
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6.1. 3ULSUHPD ]D LIYRVHOMH QDVWDYQRJ VDWD

a N R QGibnazija

Predmet: Kemija

Razred: 2.

Nastavna cjelira: Otopine i koloidni sustavi

Nastavna jedinica: Koloidni sustavi (blok sat)

Ciljevi i zadatci nastave: Oblici rada: Sredstva i pomagala:

f  $NWLYQLP X{
XSR]QDWL XpHQL

AWR VX NRORI_GC:FrontaInioinkrada B3ORpD NUHGH X

PowerPoint prezentacija,

t+ 8SR]QDWL X p| ndividualnirad projektor,

rasprostranjeosti koloida )

oko nas. qufgtn! pufer- pH=6,
ninhidrin spej - reagens za

T 8SR]QDWL Xp aminokiselinecelogettrake

NDUDNWHULVWLQ] za elektroforezu, uzorak

koloidnih sustava. (asparaginska kiselinézin i

S histidin), aparatura za
T Definirati i objasniti

elektroforezu,rukavice,
Tydallov fenomen. ]JDAWLWQH QDRpI
T Objasniti i definirati
XpHQLFLPD HOHN
MHGQX RG YDAaQL
razdvajanja koloida.

¥ , JYRYHQMHP
demonstracg§kog pokusa

S5D]GYDMDQMH D
HOHNWURIRUH]R
SRQRYLWL L XWY
elektroforezi.

T 2EUDWLWL X
SDA&QMX L QD GU
KkDUDNWHULVWLN
sudijaliza i emulzije.

T Poticanje na
]JDMHGQLpPNR XpH
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.OMXpbOL SkelMdnRsiystavi, disperzija, disperzni sustav, Tyndallov fenomen,
elektroforeza, dijaliza, emulzija

2EUDIRYQD SRVWLJQXUD
¥ 8pHQLFL UH ]QDW LnitskdlbidelsusiavéL L REMDYV

¥ =QDWL 0UH XVSRUHGLWL L REMDVQLWL NRMD
dispreznog sredstva.

T =QDWL UH SUHSR]QDWL L GHILQLUDWL 7\QGEL
¥ 8pHQLFL uH ]QDWL GHILQLUDWL L REMDVQLW

T 8pHQLFLPD UH ELWL SULND]DQR WH iUH LK V
DPLQRNLVHOLQD HIDHNNRWIURIRNMRMIPYDPLQ PRAHPR U

T B8pHQLFL UH QDNRQ SRNXVD PRUL VKYDWLWL
elektroforezon.

+ 8pHQLFL UH SULPMHQLWL QDXpHQR SRQDYOI

Struktura i tilek nastavnog sata Metoda rada
Uvod (10 min) Metodarazgovora
x 8] UD]JJRYRU SRQRYLWL SU Poticanje
otopinama i njihovim svojstvimanaglasak na Pomaganije

homogeno heterogeno svojstvo otopina.

Glavni dio (70 min)

X 2VLP SUDYLK RWRSLQD X V .
PHVWR VXVUHUGX L GUXJD p | Frontalni rad
tvari u kojima je Je(i\r/\Zr;[var rasgrHQD X G Poticanje

. . . Pomaganje
X TakvisesustaviRSUHQLWR QDI]JLYI
sustaviPD 7YDUL NRMH LPD X | Metodarazgovora

ubvsSuaHQD GLVSHUJLUD
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GLVSHU]JQR VUHGVWYR DV
disperznu fazu.

X 6YRMVWYD GLVSHU]QRJ V
PHVWLFD GLVSHU]QH ID]H
pojedinih vristaQLV X RaAWUH

X AkKOSUpHVWLNISHU]QH ID]H YH
disperzni se sustavi zovu suspenzije ili grub
disperzni sustavi. To su heterogene smjese

X 8 NRORLGQLP VXVWDYLPD Y
fazeje od 1 do 200 nm.

X Svaka tvar im svoja karakteW WLp QD pd Y,
tako i koloidi.

x Jedan od najpoznatijih svojstava koloida je
Tyndallov fenomen. Tyndallov fenomen je
SRMDYD UDVSALYDQMD VY
NRORGQLK GLPHQ]JLMD WX
zatamnjenu sobu kroz pukotinu ulazi zraka
svjetlogi , u toj svjetlosnoj zraci se vide sitne
VYLMHWOH \abRepu\NzkakiH upharoMUH
bHV WL F lh dinkearial G Q

x Upravo nagomesvojstvuda lRORLGQH
LPDMX HGIDNEWRMLRAOQLSRYU
primjena elektroforeze.

x Elektroforeza je metodseparacije koloida,
temeljena na putovanju koloidnih iona pod
XWMHFDMHP HOHNWU

X %U]JLQD SXWRYDQMD RYLVL
WHNXULQH X NRMRM VH JL
MDNRVWL HOHNWULPQRJ SH
VOLpQL popdnd vstdaminokiselina,

prehrambenih boja, proteina, itd.)

X ,]YRYHQMH GHPRQVWUDH
A5D]GYDMDQMH DPLQRNLYV

x U uzorku su bile tri aminokiseline.
Aminokiseline s ukupnim pozitivhim nabojem
kretale su se prema negativntglgrodi, mi smo
LPDOL WDNYH GYLMH DPLQ

8pHQMH RWNULYDQ

Frontalni rad
Pomaganje

8pHQMH RWNULYDQ

Poticanje

Metoda razgovora

Metoda ragovora

Metode demonstracije
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KLVWLGLQ 2QH V QHJDWL Y| Poticanje pomaganje
se kretati prema pozitivnoj elektrodnj smo
LPDOL WDNYX MHGQX WRpPQ

X yLaiH QMdeleékRdbta koji zaostaju u
disperznom sredstvu nakon pripreme koloidn
RWRSLQH SRVWLAH VH GLM
QD SRMDYL GD NRORLGQH
kroz polupropusnu membranu u vodu, a ion

mogul.

Frontalni rad

Metoda razgovora
X (PXO]JLMH VX VPMHVD GYLM

nestabilna smjesa kojaseU]R QDNRQ
ponovo razdvaja na svoje sastojke. Mlijg&o
najpoznatija emulzija.

=DNOMXbpPOQL GLR F

Ponavljanje
. . Poticanje
¥ 8pHQLFL UH SRPRUX QL Individualno
REUDYHQR JUDGLY
Literatura za nastavnika:
1|WKL@Hera2SiuD NHPBROEHQLN ]D ,, UDJUHG JLPQDI]LM

2006. 8194.

M. Sikirica, Metodika nastave kemijeANROVND NQMLJD =DJUHE
$ +DEX&a ' 6WULpPpBHIG®QD6ELICEMHHUA QL FD ] DProfil, Bdyied, @7 L F
/ILWHUDWXUD ]D XpHQLNH

1|WKLQJ O02SHDINNMHPBEMOEHQLN ]D ,, UDJUHG JLPQD]LM
2006. 8194,

$ +DEX&a ' 6WULpPpBHIG®QD6ELICAMHHA QL FD ] DProfil, Bdyied, @7 L F

~ 60~



62. 30DQ SORpH

Koloidni sustavi
Koloid: VPMHVH GYDMX LOL )
je jedna tvar
UDVSU&AHQD XdisparKi 3eshdv W Y
- disperzna tvar
- disperzno sredstvo
- b HV W20B Rim

Tyndallov fenomen:
SRMDYD UDVSU&GHQMD VYN
pHVWLFDPD NRORLGQLK C

Elektroforeza:

- metoda za separaciju
koloida, temeljena na putovanju koloidnih
iona pod
XWMHFDMHP HOHNWULpPQF
- EUJLQD SXWRYDQMD R
b Htiod,
NLVHORVWL WHNXULQH X
naboju i jakosti el. polja
- PRJX VH RGYDMDWL Y
(pojedine vrste amokiselina, prehrambenih
boja,proteina....)

Pokus 1 Razdvajanje aminokiselina
elektroforezom

Dijaliza:

-pLAOUHQMH VROD RG HOHN
disperznom sredivu nakon pripreme
NRORLGQH RWRSLQH SRV
- NRORL G Q lempdir\pAdazFi Kro@
polupropusnu membranu u vodi, no ioni
mogu

Emulzije:
-VPMHVD GYLMX QHPMHAL

- nestabilna smjesa koja se brzo nakon
PLMHADQMD SRQRYR UD]G
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6.3. Pokus 1.Razdvajanje aminokiselina elektroforezom

Pdkus 1.Razdvajanje aminokiselina elektroforezom

NINHIDRIN - AWHWDQ DNR V& UDBAXMIWRPL GLAQL VXVWDY

GRWLFDM V NRARP LVSUDWL VD VDSXQRP L YRGRP DNR GRY
.RULVWLWL UXNDYLFH L |DAWLWQH QDRpDOH

Pribor i kemikalije:

Fosfahi pufer pH=6, ninhidrin spraagens za aminoldbne,celogetrake za elektroforezu,
X]RUDN DVSDUDJLQVND NLVHOLQ@D OL]JLQ L KLVWLGLQ D ¢
QDRpDOH

Postupak

Trake za elektroforezu oprezno izhaiz kupelji s puferom, filtee SDSLURP XNORQLWL Y
puferateSRORAaLWL WUDNX QD PRVWLU ]D HOHNWURIRUH]X /L
]JDOLMHSLWL WUDNX WDNR GD VWRML QDSHWR L XpYUVWLW
RNR FP RG GRQMHJID UXED QRVDpD 3RVWDYLWL PRVWI
elektroforeza usmjeri od katode prema anodi, te prilagoditi napon na 200 V. Nakon 30 minuta
LVNOMXpLWL VWUXMX L]YDGLWL WH SRSUVNDWL V Ql

Slika 1. Prikaz aparature za elektroforezu
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U uzorku su bile tri amiokiseline. Aminokiseline s ukupnim pozitivnim nabojem kretale su

se prema negativnoj elektrodb L VPR LPDOL WDNYH GYLMH DPLQRNLVHO

2QH V QHIDWLYQLP XNXSQLP QDERMHP UHM $indNitddH WD WL SL
takvufHGQX WRpQLMH DVSDUDJLQVNX NLVHOLQ?

XpHQLFL NRML @8HOH YL4AH ]QDWL L R GUXJLP YUVWDPD HO
dodatnim satima iz kemije
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