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Izotachoforeza iest procesenr lozdzielania
cząsteczek zj,onizowanych, które w polu elek-
trvcznym - przy zastosowaniu od,powiednich
elektro]itó,w podstawowvch - grtrpuią się w
strefy według maleiące,i ruchliwości i przesu-
wają z jednakową szybkością. Jest odmianą
metody e].e[rtroforetycznej, analogiczną do me-
tody rugowania.

Jako metoda analitvczna izotachoforeza roz-
wirręła się bar,dzo szvbko w ostatnich kilku 1a-
tach. Pierwsza kornpletna monografia o tei me-
todzie została rnydana w 1976 r. (13), chociaż
podstawy teorii procesu o,oracowano jeszcze vł
ubieglyn-L wieku. Czynnikami opóźniaiącymi
q,prowadzenie te,i metody do praktyki anali-
tycznei byłv trudności w wykonaniu wysoko-
napięeiowvch stabiliza,torów, dobrvch materia-
łółv izolacyjnych oraz ko,nstrukcji odpowied-
rrich detektorów.

Zasada metody

W zwykłej elektroforezie strefowej próbka
iest rozdzielana między warstwami elektrolitu
podstawowe,go, a strefv jej składników są sta-
le wvpierane przez elektrolit podstawowy. Dla-
teg,o rł, metodzie tej rrie można osiągnąć ostr,o
zarvsowa.nych granic międzystrefowych,

W izotachoforezie użvwane są dwa elc.ktro-
litv - ieden za-ą,ierił jon wiodącv (leading ion),
który w ukłaclzie odznaczzt się na.iwie.kszą ru-
c'lrli,uł,ością -- zaś druqi - 

jrtn terminator (tcr-
minirrg ion) _- charakteryzuiący się rv sto]sun-
ku d<l rozdzielanvch najmniejszą ruchliwością.

Analizowanił próbkę wstrzykuie się pomię-
dzy oba elektrolity. W ten sposób jony zarł,ar-
te w próbie nie są rvvpierane przez jon ter-
minuiący, a strefv są niezwvkle ostro zary-
-§owane i ułożone według malejącej ruchli-
rvości.

Zwykle składniki próby roz.dzielane są rv cienl<o-
śoiennych 1<apilarach (szkło, teflon, irnne,poli,mery)
lv reoulowanym polu prądu stałego. W zależności o,d
r,odzaju i ,stężenia mieszanin ,sto,s,uje się l<apilary o
średnicy lvewn. 0,4-.0,6 mm (średn. zervn. 0,6-0,8
mm) i długości 10-100 cm.

Na ryc. 1. przedstanviono przebieg procesll dJa
trzcch anionórł, (C-, D- i E-) w-,prowadzonych po-
między jorr rr"io,dący (L) i terminujacy (T). Gdy do-
1<lltltl.jc :,iq rozclz"iałtt tlodatnio ltaładorrlanych cząste-
cznk , zllrit:tli;r sit; polarność elek,trot] i wybiet,ll ilr-
ną 1rilrę clclłtrilłilórv clla obtr 1,orlzajórv jonórv (l', i 'f),

Apar.atLrro\Vego AR, w LublilrjE

W starr,ie równo,wagi dynarrnicznej rozdzielane stre-
fy izotachoferet5,czne posiadają następujące właści-
rłrcści (sytuacja c), ryc. 1.:
1. I<ażda strefa za-wiera tylko jeden jcn rozdzielanej

tnieszaniny;
2. kcłejrrość strcfy jes,t o]<reś1o,na,rrrchlirv<,ścią zjo-

nizo,Wanepo s]rładnika:
3. s,tęŻenie jonu rv danej strefie wyrrika, z !óry ze,skła,du e]ektroIitu ,wiodąeegc i ruchliwości skład-

nika;
4. stężenie ,składnika jonorvego jest jeCnakowo w ca-

łej.sf161;",
5. ostr ane, tak,

6, ń' j T""1T}]
7. gradi łu rł, ]rażr]e.j ze stref jest okreś_lony -s]iłndllilia i jedillko-n,;,, r,r; każ-d_.rm ej strefy;
8. szybł<ość przesulvania wszysLkich stref jest je,d-

nakolva.

Ryc. !. Schcmattr:zrly przebieg izotaciro[c;c:zy. a) prÓ-
ira zarvierirjąca trzy aniorry C-, D- i E- zostaje
rvprov;adzorra między jon wicdący (L) a lerminujący
(T); b) po pcclłączcrriLr prlldtl rnięcizy elc];trodami a-
lliotl;, rvqdru;ą do arlocJ;-; c) każtla ,streia. za-wiera tyl-

ko jr-:derr s]<łacluil< jorrowy

Yr'łaściwości okreśIone rv plrt. 3, 4 i 6 ołrr-eślają
dogodire warunki <lla arralizy iJcścior,r,ej - pomiary
długości strref odpołł,iadają bezrvzględny,nt ilośoiorn
składnika jotrolvego w pr,óbie. Inną zaletą - wyrri-
kającą z tych właścitości - jest efekt zatężania roz-
cleńczolnych składniilróT,v. Jeśli stężenie jakiegoś jonu
w próbce jesit lniŻsze niż ,wartości określone w pkt. 3.

- składnitk autornatycznie zagęszcza się. To zjawisko
jest szczególnie korzystne d]a prób rozcieńczonych.

właściwość określona ,rv pkt. 7 daje podstawę do
analizy jak,ościoł"le,j. W ten ,sposób można uzyskać je-
dnoczesną informację dotyczącą składu i stężenia po-
szczególnych zdysocjo,ivanych skła,dłril<órv rozdziel,a-
nyclr trnieszanin. Obok analizy jakościotvej i il,ościo-
wej proces rnożna wykorzys,tać do ,ce]ów preparaty$,-
n-l,ch (19).

Ostatrriar w,łiłśr:irł,ość jes1, źródłert 1lltz\ły m.etody
(izo-tar:ho-fore za).
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Aparatura

Schelnat budorl,;, aparatu do izotachoforezy poka-
zano na ri,c. 2. Ściśle odmierzoną próbkę rvprowadza
się pomięcizy dwa elektrolity przy poimocy strzykarv-
ki mikrolitrorł,ej i zaworów obroto,wych. Stosując wy-
sokonapięciowy stabilizatoi usta]a się rvartości prą-
dorve. Ściany kapiiar są chłodzone w łaźni termostatu
z u,wagi na wydzielanie się ciepła, którego źród|em
jest opór ,roztworu w;łpełniającego kapilarę. Najważ-
niejszą częścią €Faratu jest detektor. Umieszczenie
cletektora bezpośred,nio w kapilarze hrb na jej ścian-
iiach daje natychmiastolve sygnały o zacho,dzącym
pfocesie, bez kotrieczności wywoływania st,re,L po do-
l<onanym rozdziaIe,

06p

Ryc, 2. Schemat blrdowy apalatu do izotacholorezy
K - kapilafa, DGP _ detektor gradientu po-
elektroda jonu wiodącego, ET - elektroda jonu
s _ strzykąwka, z _ zawór, Ł _ łaźnla ter-

mostatu.

MożIirve są clo stosowania 4 typy detektorów: ter-
mometryczny, absorpcji w UV, przewodnictwa i gra-
dientu potencjału.

Detektor tel-mometrycz1-1y złożony jest z rnałej ter-
moparT umiąszczonej na zewnętlznej ściance kapilary
i rejestluje temperaturę stlef. Każda strefa różni się
temperatltrą ocl innej, ponieważ ciepło oporu wytwa-
L,zane przez prąd stały z,ależy od gradientu potencja-
łu strefy. Mimo iż detektor jest prosty rv kon.stn-rk-
cji, jego rozdzielczość jest stosunkowo niska dla r,vy-
kazania wąskich stref ut,wo,rzonych przez składniki,
-wy,stęp,ujące,r,, 51u66u,ych stężeniach.

Detektor UV składa się z przezroczystej r-ul,ki, źró-
dła śrłiatła i fotodetektora. Rozdzielczość jego sięga
0,05 mm, |ecz - co jest oczywiste - może być sto-
sowany tylko do składników absorbujących tę część
,widma.

Detektolr przewodnictwa orparty jest na pomiarze
przewodnictwa elektrycznego stref. Charakteryzuje się
stosunko-wo wysoką czułością, Iecz jest bardzo wraż-
liwy na zmiany warunków pracy.

Detektor gradieatu po,tencjału składa się z dwu
platynowych eIektrod umieszczonych w niewielkiej
odległości od siebie w kier"unku, w którym zachodzi
ruch stref i mierzy między nimi różnice potencja-
łów. Rozdzielczość tego detektora zbliża się także do
0,05 mm. Detekcja wykorzystuje pods,tawowe zasady
izotachoforezy wymieniotre w punktach 1-B. Ptzy
pornocy tego detektora najmniejsza ilŃć substancji,
jaka m.oże być rvykryta w ipróbie, została obniżona
przynajlmniej 50 razy tv po,równaniu z detekcją ter-
mo,metryczną. Również rozpiętość stężeń skłaci,ników
rv próbie - ptzy,wykorzystaniu tego detektora - mo-
że być znacznie rozszetzona.

Sygnały detek|,orów si1 r,vzmacttittrrc i ,zalrisywane w
rejestlatorzc potencjomctfycznynr. Gląłrica cletckcji
r,vyrrosi zwylrle 10-o lnola.
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Na ,ryc. 3 pokazano typorvy wykres analizy mie-
szaniny kwasółv organicznych z wykorzystaniem ,de-
tektora gradientu poterrc jału. Wa,run,ki rorzdziału:
elektro,Iit wiodący: 0,01 M D-hrisrtydyna +0,01 M L-
histydyna. HCl, elektrolit terminujący: 0,01 M kwas
glutamino-wy, temp. 20oC, prąd 50 1rA.

25 min,

Ryc. 3. Typowy wykres izotachoforezy mieszaniny
klvasórv olganicznych z wy,korzystaniem detektora

gradientu potencjału

objaśnienia: 1- kwas §zczawiowy,2 - kwa§ Winowy, l} -ltv,,as cytrynowy, 4 _ kwas flrnlarow),, 5 - kwas naleino\Vy.
Linia ciągła - sygnał zróżniczkowany detekcJ|, linia plzerywa-
ua - sygnał calkowy detekcji,

zastosowanie

Lista substancji, które mogą być analizowa-
ne przy pomocy izotachoferezy jest długa. Na-
1eży jednak podkreślić, że każda próba zawie-
rająca mieszaniny irurych zjonizowanych skład-
ników wymaga doboru odpowiednich elekt,r,o-
litów - wiodącego i terminującego oraz utrzy-
mania właściwego stęzenia jonów wodorowych,
Większość rozdzielanych su,bstancji - z wy:ąt-
kiem niektórych silnych e]ektrolitów - zmie-
nia s\Moją efektywną ruchliwość odpowiednio
do stopnia dysocjacji - który zńeży od war-
tości pH środowiska.

'W odróznieniu od zwykłych metod elektro-
foretycznych oraz metod chromatograficznych

- izotachoforeza w kapiłar,ach nie wyrnaga w
zasadzie żadnych wypełnień kolumnowych.
Obniża to koszt i upraszcza proces analitycz-
try, & co wydaje się jeszcze bardziej ważne -umożliwia uzyski,wanie w stosunkowo krótkim
czasie stabilnych i powtarzalnych wyników. Za-
stosowanie szybkiej wysokonapięciowej izota-
choforezy. z detekcją gradientową pozwala prze-
prowadzić analizę ilościową ptzy użyciu stan-
dardu we\ł/nętrznego. Otrzymane tą drogą wy-
niki obarczone są błędem od 1,0 do 1,2% (33),
Dokładność ta jest lepsza niż clokładności osią-
gane innymi instrumentalnymi nletodami ana-
litycznymi. Dane te świaclczą o clgromnych
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możlirvościach pomiarowych i dużej przyszłoś-
ci metody w bedaniach naukowych w chemii,
biolo,gii i medycynie.

Izotachoforeza znalazła zastosowanie w ba-
daniu jakości żywrrości, ocenie przemysłowych
pr,ocesów przetwarzaslla produktów spozyw-
czych, kontroli skażeń środowiska (1), badania
wód (37) i narł1,ozów (11). W biochemicznych
zostosowaniach typowymi przykładami są: I,oz-
dział i oznaczanie kwasów w cyklu Krebsa
(10), produktów utlelrriania cukrów (14), ana-
liza kwasów tŁuszczowych i innych kwasów or-
ganicznych (3, 7, 2B), pirogronianu i burszty-
nianu w badaniach enzymatycznych (25), ami-
nokwasów, peptydów i białek (2, 5, 15, 26, 27,
29, 3l, 34, 36, 41), nukleotydów (19), jonów
metali (6) oraz oznaczanie stężeń metabolitórv
tkankowych, (23, 24, 38, 39).

Cotaz częściej obserwuje się wykorzystanie
izotachoforezy do celów kliniczeych (12, 2|,
42). Metodą tą frakcjorruje się i oznacza białka
w surowicy i osoczu (B, 31), w tym makroglo-
bu,liny (17) i immunoglclbu,liny (44), białka w
płynie mózgowo-rdzeniowym (20, 42), pocie

_i rnoczu (27, 43). W badaniach toksykologicz-
nych izotachof,orezę stosuje się do oznaczartia
w moczu kwasów: hipurowego, metylohiptr-
I,owego, fenyłoglloksalowego i migdałowego
(10). W diagnostyce schorzeń alergicznych pró-
buje się stosować tę nretodę do analizy i pre-
paracji histoplazminy (32). W diagnostyce
stwardnienia rozsianego oraz chronicznego za-
palenia mózgu i op,on mózgowych do analizy
płynu mózgowo rdzeniowego i rozkładu gam-
ma-g}obulin (72, 27), Inne publikacje donoszą
o zastosowaniu metody w badaniu fenyloke-
tonurii i arremii sierpowatej (2, 30).

Izotachoforeza znalazła także zastosowanie do
określenia surowiczych kinin oraz zredukowa-
nego i utlenionego glutationu (34), izohormo-
nów wzr,ostowych (4) i prolaktyny (22), ro-
dzajów protrombin u bydła (35), a rółvnież do
oczyszczania wyizolowanego antygenu raka
oskrzeli (16).

Znane są także pozytywne próby wykorzy-
stania tej metody do rozdziału wirusów a na-
rvet całych komórek (13).

Na przeszkodzie szerszego wykmzystania
izotachoforezy w praktyce analitycznej stoi
jednak niski stopień rozpowszechnienia apara-
tury otaz stosunkowo wysoki jej koszt.
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diagnostyce u 10 gatunków ssaków. (The tissue aei-
vities of some tliagnostic enzymes in ten marnrnalian
species). J. cotn1;, Path,88,607-621, 19?B (4),

Aktywno:ić enz;rmónv plirzmlz do.starcza irrfornlac ji
o miejscu, na_tężeniu i czasie trwania uszkodzeń tka-
nek. Enzymy rvykorzystywane w cliagnostyce poja-
wia ją się w plaźmie rv następst,r,vie ma,rtrvicy tka-
nek, zwi ęlt.s zeni a przepusz,czalności błon komórkowych
lub zmian postępowych w olrganellach komórkorłTch.
MI badaniach określono u 1C gatunkółv ssal<ów (koty,
psy, fretki, Erythrorceibus p,otas, Porpio anubis, myszek,
"z-,zttt:6lv, śrvinek morskich, królików i onriec) aktyw-
ność GOT, GPT, GDH, SDH, ICDH (dehydrogenaza
iz-ocytr;lniancrwa), LDFI, FIBDH (dehydrogenaza l:'1l-
droksymasło,tlt a), CPK (fosfokinaza kreatyny), AP,
GGT (ga,nrlma glu,tamyl-transferaza). Wysoki poziom
GOT, LDH, HBDH i ICDH stwierdzono u większości
badanych gatunków zwierząt. GDH i SDH przerva-
żaly w wątrobie, CPK występowała w mięśniach
szkieletowych, mięśni ser"ca i móz,gu, AP w ner-
kach i w jelitach cienkich, GOT głórvnie w nerka.ch,
GPT cecho,wała .się swoistością wątrobową u psó,tv,
kotów, fretek, myszek i szczutiw. U naczełnych, świ-
nek morskich i królikółv enzym ten występował po-
nadto rv mięśnilr serca i lv mięśniach szkieletbrvych.
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