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Izotachoforeza jest procesem rozdzielania
czasteczek zjonizowanych, ktére w polu elek-
tryeznym — przy zastosowaniu odpowiednich
elektrolitéw podstawowych — grupuja sie w
strefy wedlug malejgcei ruchliwosci i przesu-
wajg z jednakowsa szybkoScig. Jest odmiang
metody elektroforetycznej, analogiczng do me-
tody rugowania.

Jako metoda analityczna izotachoforeza roz-
winela sie bardzo szybko w ostatnich kilku la-
tach. Pierwsza kompletna monografia o tej me-
todzie zostala wydana w 1976 r. (13), chociaz
podstawy teorii procesu opracowano jeszcze w
ubieglym wieku. Czynnikami opdZniajgcymi
wprowadzenie tej metody do praktyki anali-
tycznej byly trudnosci w wykonaniu wysoko-
napieciowych stabilizatoréow, dobrych materia-
16w izolacyjnych oraz konstrukecji odpowied-
nich detektoréw.

Zasada metody

W zwyklej elektroforezie strefowej prébka
jest rozdzielana miedzy warstwami elektrolitu
podstawowego, a strefy jej skladnikéw sg sta-
le wypierane przez elektrolit podstawowy. Dla-
tego w metodzie tei nie mozna osiagnaé ostro
zarvsowanych granic miedzystrefowych.

W izotachoforezie uzywane sa dwa elektro-
lity — jeden zawiera jon wiodacy (leading ion),
ktéry w ukladzie odznacza sie najwiekszg ru-
chliwodcig -— zag drugi — jon terminator (ter-
mining ion) — charakteryzujacy sie w stosun-
ku do rozdzielanych najmniejszg ruchliwogcia.

Analizowana prébke wslrzykuije sie pomie-
dzy oba elektrolity. W ten sposob jony zawar-
te w prébie nie sa wypierane przez jon ter-
minujacy, a strefy sa niezwykle ostro zary-
sowane i ulozone wedlug malejgcej ruchli-
wosci.

Zwykle skiadniki proby rozdzielane sa w cienko-
¢olennych kapilarach (szklo, teflon, inne polimery)
w resulowanym polu pradu stalego. W zaleznodei od
rodzaju 1 stezenia mieszanin stosuie sie kapilary o
$rednicy wewn. 0,4—0,6 mm (Sredn. zewn. 0,6—0,8
mm) { diugofci 10—100 cm.

Na ryc. 1. przedstawiono przebieg procesu dla
trzech anionéw (C—, D— i E—) wprowadzonych po-
miedzy jon wiodgey (L) i terminujacy (T). Gdy do-
konuje sie rozdzialu dodatnio matadowanych czgste-
czek -- zmienia sic polarnoéé elektrod i wybiera in-
na parg elcktrolitéw dla obu rodzajéw jonow (. i 1.

Aparaturowego AR w Lublinis

W stanie réwnowagi dynamicznej rozdzielane stre-
fy izotachoferetyczne posiadaja nastepujace wlasei-
woscl (sytuacja <), rye. 1.:

1. kazda strefa zawiera tylko jeden jon rozdzielanej
mieszaniny;

2. 1—:91ejnos’é strefy jest okre$lona ruchliwoscia zjo-
nizowanego sktadnika:

3. stezen'e jonu w danej strefie wynika z eory ze
sktadu elektrolitu wiodgcego i ruchliwodei sklad-
nika;

4. stezenie skladnika jonowego jest jednakowo w ca-
tej strefie;

5. granice miedzystrefowe sy ostro zarysowane, tak,
7e kaida sirefa zachowuje sie jak oddzielny dysk:

6. szerglodé kaidej strefy — po calkowitym rozdzia-
le — nie ulega zmianie;

7. gradient potenciotu w kazdej ze stref jest okres-
lony ruchliweseis skladnika i jednokowy w kaz-
dvm punkele danej strefy;

8. czybkosé przesuwania wszystkich stref jest jed-
nakowa.
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Ryc. 1. Schematyczny przebieg izotacholorezy. a) pro-

ba zawierajaca trzy aniomy C—, D— i E— zostaje

wprowadzona miedzy jon wicdacy (L) a lerminujacy

(TY; b) po pediaczeniu prydu micdzy elelitrodami a-

nieny wedruja do anody; ¢) kazda sirefa zawiera tyl-
ko jeden sktadnik jonowy

Wiasciwosci okreslone w pki. 3, 4 1 § okreslaja
dogodne warunki dla analizy ileSciowe] — pomiary
diugosci stref odpowiadajag bezwzglednym ilosciom
skladnika jonowego w probie. Inng zaleta — wyni-

kajaca z tych wlasciwosei — jest efekt zatezania roz-
cienczonych skladnikéw. Jesli stezenie jakiego$§ jonu
w probee jest nizsze niz warto$ei okreslone w pkt. 3.
— skladnik automatycznie zageszcza sie. To zjawisko
jest szezegblnie korzystne dla préb rozcienczonych.

Wiasciwosé okreslona w pkt. 7 daje podstawe do
analizy jako$ciowej. W ten spos6b mozna uzyskaé je-
dnoczesng informacje dotyczacg skladu i stezenia po-
szezegblnyeh zdysocjowanych skiadnikdw rozdziela-
nych mieszanin. Obok analizy jakosciowej i iloscio-
wej proces mozna wykorzystaé do celdw preparatyw-
nych (19).

Ostatnia wiladeiwosd
(izo-tacho-foreza).

jest Zrédilem mnazwy metody
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Aparatura

Schemat budowy aparatu do izotachoforezy poka-
zano na ryve. 2. Scisle odmierzong prébke wprowadza
sie pomiedzy dwa elektrolity przy pomocy strzykaw-
ki mikrolitrowej i zaworéw obrotowych. Stosujac wy-
sokonapieciowy stabilizator ustala sie wartosei pra-
dowe. Sciany kapilar sa chtodzone w laZni termostatu
z uwagi na wydzielanie sie ciepla, ktérego Zrodlem
jest opdr roztworu wypelniajgcego kapilare. Najwaz-
niejszg czeScig aparatu jest detektor. Umieszczenie
detektora bezpos$rednio w kapilarze lub ma jej Scian-
kach daje natychmiastowe sygnaly o zachodzgcym
procesie, bez konieczno$ci wywolywania strel po do-
konanym rozdziale.

Ryc. 2. Schemat budowy aparatu do izotacholorezy

Oljasnienia: K — kapilara, DGP — detektor gradientu po-
tencjaly, EL — elektroda jonu wiodjcego, ET — elektroda jonu
terminujgeego, 8 — strzykawka, Z — zawor, L — laZnla ter-
mostatu.

Mozliwe sa do stosowania 4 typy detektorow: ter-
mometryczny, absorpcji w UV, przewodnictwa i gra-
dientu potencjatu.

Detektor termometryczny zlozony jest z matlej ter-
mopary umieszczonej na zewnetrznej Sciance kapilary
i rejestruje temperature stref. Kazda strefa rézni sie
temperaturg od innej, poniewaz cieplo oporu wytwa-
rzane przez prad staly zalezy od gradientu potencja-
u strefy. Mimo iz detektor jest prosty w konstruk-
cji, jego rozdzielczo§é jest stosunkowo niska dla wy-
kazania waskich stref utworzonych przez skladniki,
wystepujace w $ladowych stezeniach.

Detektor UV sklada sie z przezroczystej ruvki, Zro-
dia $wiatla i fotodetektora. RozdzielezoS¢ jego sigga
0,056 mm, lecz — co jest oczywiste — moze by¢ sto-
sowany tylko do skladnikéw absorbujgcych te czesé
widma.

Detektor przewodnictwa oparty jest na pomiarze
przewodnictwa elektrycznego stref. Charakteryzuje sie
stosunkowo wysoka czulos$cia, lecz jest bardzo wraz-
liwy na zmiany warunkéw pracy.

Detektor gradientu potencjatu sklada sie z dwu
platynowych elektrod wumieszczonych w niewielkiej
odlegloéci od siebie w kierunku, w ktérym zachodzi
ruch stref i mierzy miedzy nimi réznice potencja-
tow. Rozdzielczo$é tego detektora zbliza sie takze do
0,06 mm. Detekcja wykorzystuje podstawowe zasady
izotachoforezy wymienione w punktach 1—8. Przy
pomocy tego detektora najmniejsza ilo§é substancji,
jaka moze byé wykryta w proébie, zostala obnizona
przynajmniej 50 razy 'w poréwnaniu z detekcjg ter-
mometryczng. Réwniez rozpieto$é stezenn skladnikéw
w probie — przy wykorzystaniu tego detektora — mo-
ze by¢ znacznie rozszerzona.

Sygnaly detekiorbébw sia wzmachniane i zapisywane w
rejestratorze potlencjometrycznym. Granica detekeji
wynosi zwykle 10—? mola,
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Na ryc. 3 pokazano typowy wykres analizy mie-
szaniny kwaséw organicznych z wykorzystaniem de-
tektora gradientu potencjalu, Warunki rozdzialu:
elektrolit wiodacy: 0,01 M D-histydyna +0,01 M L-
histydyna. HC], elektrolit terminujaey: 0,01 M kwas
glutaminowy, temp. 20°C, prad 50 uA.

T
<0 25 min.

Ryc. 3. Typowy wykres izotachoforezy mieszaniny
kwasow organicznych z wykorzystaniem detektora
gradientu potencjalu

ODbjaénienia: 1 — kwas szczawiowy, 2 — kwas winowy, 3 —
kwas cytrynowy, 4 — kwas fumarowy, 5 — kwas maleinowy.
Linia ciggta — sygnal zrézniczkowany detekejl, linia przerywa-
na — sygnat calkowy detekeji.

Zastosowanie

Lista substancji, ktére moga by¢ analizowa-
ne przy pomocy izotachoferezy jest dluga. Na-
lezy jednak podkre§lié, ze kazda proba zawie-
rajgca mieszaniny innych zjonizowanych sktad-
nikéw wymaga doboru odpowiednich elektro-
litow — wiodgcego i terminujgcego oraz utrzy-
mania wlasciwego stezenia jonéw wodorowych.
Wiekszos¢ rozdzielanych substancji — z wyjat-
kiem niektérych silnych elektrolitéw — zmie-
nia swojg efektywng ruchliwo§é odpowiednio
do stopnia dysocjacji — ktéry zalezy od war-
tosci pH $rodowiska.

W odréznieniu od zwyklych metod elektro-
foretycznych oraz metod chromatograficznych
— izotachoforeza w kapilarach nie wymaga w
zasadzie zadnych wypelnien kolumnowych.
Obniza to koszt i upraszcza proces analitycz-
ny, a co wydaje sie jeszcze bardziej wazne —
umozliwia uzyskiwanie w stosunkowo krotkim
czasie stabilnych i powtarzalnych wynikéw. Za-
stosowanie szybkiej wysokonapieciowej izota-
choforezy z detekeja gradientows pozwala prze-
prowadzi¢ analize iloéciowa przy uzyciu stan-
dardu wewnetrznego. Otrzymane tg droga wy-
niki obarczone sg bledem od 1,0 do 1,2% (33).
Dokladnosé ta jest lepsza niz dokladnosci osig-
gane innymi instrumentalnymi metodami ana-
litycznymi. Dane te $wiadczg o ogromnych
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mozliwosciach pomiarowych i duzej przyszlos-
ci metody w badaniach naukowych w chemii,
biologii i medycynie.

Izotachoforeza znalazla zastosowanie w ba-
daniu jakosci zywnoS$ci, ocenie przemyslowych
procesdéw przetwarzania produktéw spozyw-
czych, kontroli skazen Srodowiska (1), badania
wod (37) i nawozéw (11). W biochemicznych
zostosawaniach typowymi przykladami sa: roz-
dzial i oznaczanie kwaséw w cyklu Krebsa
(10), produktéow utleniania cukrow (14), ana-
liza kwaséw tluszczowych i innych kwasow or-
ganicznych (3, 7, 28), pirogronianu i burszty-
nianu w badaniach enzymatycznych (25), ami-
nokwasow, peptyddw i bialek (2, 5, 15, 26, 27,
29, 31, 34, 36, 41), nukleotydow (19), jonow
metali (6) oraz oznaczanie stezen metabolitéw
tkankowych (23, 24, 38, 39).

Coraz czeSciej obserwuje si¢ wykorzystanie
izotachoforezy do celéw klinicznych (12, 21,
42). Metoda ta frakcjonuje sie i oznacza biatka
w surowicy i osoczu (8, 31), w tym makroglo-
buliny (17) i immunoglobuliny (44), biatka w
plynie moézgowo-rdzeniowym (20, 42), pocie
i moczu (21, 43). W badaniach toksykologicz-
nych izotachoforeze stosuje sie do oznaczania
w moczu kwaséw: hipurowego, metylohipu-
rowego, fenyloglioksalowego i migdalowego
(40). W diagnostyce schorzen alergicznych pro-
buje sie stosowaé te metode do analizy i pre-
paracji histoplazminy (32). W diagnostyce
stwardnienia rozsianego oraz chronicznego za-
palenia moézgu i opon modzgowych do analizy
plynu mézgowo rdzeniowego i rozkladu gam-
ma-globulin (12, 21). Inne publikacje donosza
o zastosowaniu metody w badaniu fenyloke-
tonurii i anemii sierpowatej (2, 30).

Izotachoforeza znalazla takze zastosowanie do
okre§lenia surowiczych kinin oraz zredukowa-
nego i utlenionego glutationu (34), izohormo-
now wzrostowych (4) 1 prolaktyny (22), ro-
dzajéw protrombin u bydla (35), a réwniez do
oczyszczania wyizolowanego antygenu raka
oskrzeli (16).

Znane sa takie pozytywne préby wykorzy-
stania tej metody do rozdzialu wiruséw a na-
wet calych komérek (13).

Na przeszkodzie szerszego wykorzystania
izotachoforezy w praktyce analitycznej stoi
jednak niski stopient rozpowszechmema apara~
tury oraz stosunkowo wysoki jej koszt.
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Aktywnoié enzymow plazmy dostarcza informacji
0 miejscu, natezeniu i czasie trwania uszkodzen tka-
nek. Enzymy wykorzystywane w diagnostyce poja-
wiajg sie w plazmie w mnaslepstwie martwicy tka-
nek, zwiekszenia przepuszezalnosci blon komoérkowych
lub zmian postepowych w arganellach komérkowych.
W badaniach okre§lono u 10 gatunkéw ssakow (koty,
psy, fretki, Erythrocebus potas, Popio anubis, myszek,
szezurdw, Swinek morskich, krélikéw i owiec) aktyw-
nos¢ GOT, GPT, GDH, SDH, ICDH (dehydrogenaza
izocytrynianowa), LDH, HBDH (dehydrogenaza hy-
droksymaslowa), CPK (fosfokinaza kreatyny), AP,
GGT (gamma glutamyl-transferaza). Wysoki poziom
GOT, LDH, HBDH i ICDH stwierdzono u wiekszo$ci
badanych gatunkéw zwierzat. GDH i SDH przewa-
zaly w watrobie, CPK wystepowala w miesniach
szkieletowych, mie§ni serca i mébzgu, AP W ner-
kach i w jelitach cienkich, GOT gléwnie w nerkach.
GPT cechowala sie swoistoScig watrobowg u psow,
kotoéw, fretek, myszek i szczuré6w. U naczelnych, $wi-
nek morskich i krélikéw enzym ten wystepowal po-

nadin w mie$niu serca i w mieéniach szkieletowych.

G.
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