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ABSTRACT

Liquid chromatography and electrophoresis techniques are very often applied
in contemporary laboratory practice. These techniques usually show different sepa-
ration selectivity. It is due to various separation mechanisms involved in these two
modes. In the former, partition of solutes between stationary and mobile phases
influences on separation selectivity and retention contrary to the latter in which
electrophoretic effect is involved in separation mechanism. The features mentio-
ned are very useful for combination of these two techniques into two-dimensional
separation of complicated samples of biomedical and environmental origin. Deve-
lopment of such approach is a very promising for contemporary separation sciences.

The paper presents an overview of two-dimensional separation techniques, in
which both liquid chromatography and electrophoresis have been involved espe-
cially in continuous mode.

Keywords: two dimensional separation, electrophoresis, electrochromatography,
liquid chromatography, continuous two-dimensional separation

Stowa kluczowe: separacja dwuwymiarowa, elektroforeza, elektrochromatografia,
chromatografia cieczowa, rozdzielanie dwuwymiarowe ciagte
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WPROWADZENIE

Metody chromatograficzne i elektroforetyczne sg bardzo szeroko wlaczone
w proces analizy farmaceutycznej i biomedycznej oraz do mikropreparatywnego
i preparatywnego izolowania oraz oczyszczania skladnikéw mieszanin substancji
chemicznych. Pierwszy zakres zadan jest realizowany za pomocg takich technik jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chroma-
tography, HPLC), chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography, GC), chro-
matografia cienkowarstwowa/planarna (ang. Thin Layer Chromatography/Planar
Chromatography, TLC), elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis, CE),
elektrochromatografia kapilarna (ang. Capillary Electrochromatography, CEC) oraz
klasyczna elektroforeza zelowa plytkowa. Drugi obejmuje chromatografie cieczowa
preparatywna i mikropreparatywng, wykonywane technikami: chromatografii gazo-
wej, chromatografii cieczowej kolumnowej elucyjnej (np. HPLC), chromatografii
kolumnowej elucyjnej z faza ruchoma w stanie nadkrytycznym (ang. Supercritical
Fluid Chromatography, SFC), chromatografii cienkowarstwowej, elektroforezy zelo-
wej, chromatografii planarnej ci$énieniowej (ang. Overpressured Layer Chromatogra-
phy, OPLC).

W poszukiwaniu coraz lepszych efektywnos$ci i selektywnos$ci rozdzielenia
techniki chromatograficzne sa laczone ze soba, dajac procesy dwuwymiarowe, ktdre
moga by¢ prowadzone jednoczesnie lub kolejno jeden po drugim przy wykorzysta-
niu takich metod jak chromatografia planarna, gazowa oraz cieczowa, elektroforeza
zelowa, elektrochromatografia planarna cisnieniowa itp.

Oproécz faczenia klasycznych metod chromatograficznych bardzo cennymi sa
techniki oparte na polgczeniu chromatografii z innymi technikami instrumental-
nymi analizy chemicznej, a szczegélnie ze spektrometrig mas. W literaturze facho-
wej mozna juz fatwo znalez¢ doniesienia o polaczeniu wszystkich technik chroma-
tograficznych z spektrometria mas.

1. TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE WYKORZYSTYWANE
DO CELOW PREPARATYWNYCH

W badaniach naukowych oraz przemysle chromatografia zajmuje bardzo wyso-
kie miejsce jako technika stosowana do rozdzielania, oczyszczania i zat¢zania sub-
stancji, wchodzacych w sktad mieszanin prostych i/lub skomplikowanych. Czesto
spotykanymi zastosowaniami chromatografii preparatywnej sg izolacja i rozdziela-
nie mieszanin: bialek i enzymoéw, produktéw naturalnych pochodzenia roélinnego
oraz zwierzecego, izomerdw optycznych, produktéw syntezy lekdw, oraz lantanow-
cOw i transuranowcow.

Najczedciej stosowang technika chromatograficzna preparatywna jest wyso-
koci$nieniowa chromatografia cieczowa kolumnowa, ktora charakteryzuje sie naj-
wiekszym zakresem zastosowan. Wada tej metody jest brak mozliwosci ciggtego
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dozowania probki. Niedogodnos¢ ta zostala wyeliminowana dzigki zastosowaniu
technik chromatografii cieczowej z faza stalg (zlozem) ruchoma (ang. True Moving
Bed, TMB) lub pseudo-ruchomym ztozem (ang. Simulated Moving Bed, SMB) [1].
Niestety, w takim przypadku nie mozna wykorzystywa¢ elucji gradientowej. SMB
nadaje si¢ do rozdzielania malej liczby skladnikow, najlepiej dwdch. Technika ta
polega na réownoleglej pracy od kilku (minimum 8) do kilkunastu kolumn. Kazda
z nich, w procesie rozdzielania, znajduje si¢ w innej fazie elucji, a poszczegdlne frak-
cje eluentu, zawierajace rozdzielone substancje, sa zbierane w sposéb ciagly.

Do rozdzielania preparatywnego wykorzystywana jest rowniez chromatogra-
fia gazowa. Jej uklady charakteryzuja si¢ wysoka sprawnoscia. Niestety, powazna
niedogodnoscia tej metody jest utrudnione odzyskiwanie substancji ze strumienia
gazu nos$nego oraz ograniczona ilo§¢ dozowanej probki. Przy jej zwiekszaniu spada
znaczgco sprawnos$¢ kolumny chromatograficznej. Ten rodzaj chromatografii pre-
paratywnej stosuje si¢ najczesciej do izolacji skltadnikéw olejkow eterycznych oraz
izolacji substancji zapachowych.

Jedna z nowocze$niejszych metod jest chromatografia z faza ruchoma w sta-
nie nadkrytycznym. W tej technice substancje chromatografowane daja si¢ dos¢
tatwo oddzieli¢ od fazy ruchomej w niskich temperaturach. Zmieniajgc tempera-
ture i gesto$¢ fazy ruchomej mozna kontrolowac retencje. Rozdzielane substancje
sg zbierane do naczyn ci$nieniowych, wypelnionych gazem obojetnym lub powie-
trzem. Za pomocy tej techniki rozdzielane sa zwigzki chemiczne o malej trwatosci
termicznej, matej lotnosci i stosunkowo duzych masach czasteczkowych. Wadg tej
metody jest dos¢ skomplikowana aparatura oraz konieczno$¢ uwzgledniania duzej
liczby parametréw podczas realizowania procesu rozdzielania.

Najszybsza metoda do otrzymywania niewielkich ilosci substancji jest chroma-
tografia cienkowarstwowa/planarna. Metodg t3 mozna rozdziela¢ mniej skompliko-
wane mieszaniny, od kilku do kilkunastu sktadnikéw, w zaleznosci od rozmiaru
plytki chromatograficznej. Po rozwinieciu chromatogramu przeprowadzana jest
detekcja, najczesciej promieniowaniem ultrafioletowym, rozdzielonych stref sub-
stancji, pozostajacych w/na warstwie adsorbentu. Nastepnie strefy adsorbentu,
zawierajace substancje rozdzielone, s3 zdrapywane z plytki i w kolejnym etapie,
eluowane odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem. Technika ta jest najczesciej
wykorzystywana do pozyskiwania skladnikéw ekstraktéw roslinnych. Zaleta TLC
jest mozliwo$¢ rozdzielania jednocze$nie wielu réznych probek. Poza tym technika
ta umozliwia $ledzenie stopnia rozdzielenia skltadnikéw na kazdym etapie procesu
separacji, a takze pozwala na zatrzymania procesu separacji w dowolnej i dogodnej
dla operatora chwili. Czgsto probki z rozdzielanymi skladnikami nie musza by¢ pod-
dawane wstepnemu oczyszczaniu. Ponadto istotng zaletg tej techniki jest mozliwos$¢
prowadzenia procesu rozdzielania zaréwno w laboratoriach wysokobudzetowych,
zaopatrzonych w specjalistyczng aparature, jak i o niskim finansowaniu.
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2. CHROMATOGRAFICZNE TECHNIKI DWUWYMIAROWE

Dwuwymiarowe techniki chromatograficzne polegaja na jednoczesnym lub
kolejnym zastosowaniu, co najmniej, dwdch réznych mechanizméw i/lub metod
rozdzielania skladnikéw mieszaniny. Jednakze o dwuwymiarowej separacji przy
jednoczesnym zastosowaniu dwoch mechanizméw, i/lub metod, mozna moéwi¢
tylko wtedy, gdy te mechanizmy/metody sg skierowane w réznigce sie kierunki, np.
ortogonalnie.

2.1. CHROMATOGRAFIA PLANARNA DWUWYMIAROWA

Technika TLC dwuwymiarowa jest wykorzystywana do rozdzielania substancji
o podobnych wiasciwosciach chemicznych. Probke mieszaniny substancji nanosi
sie na warstwe adsorbentu w jednym jej rogu i nastepnie rozwija chromatogram
w pierwszym kierunku (Rys. 1). Po rozwinieciu chromatogramu, osusza si¢ warstwe
adsorbentu, obraca plytke chromatograficzng o 90° i ponownie rozwija chromato-
gram, tym razem w drugim kierunku, przy uzyciu roztworu fazy ruchomej o innym
skladzie jakosciowym i/lub ilosciowym. Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskuje
sie tzw. chromatogram dwuwymiarowy [2]. W niektérych wariantach, ptytke chro-
matograficzng mozna ponownie obroci¢ i rozwing¢ kolejny chromatogram fazg
ruchomg o zmienionym skltadzie. W ten sposdb otrzymuje sie tréojwymiarowsa lub
czterowymiarowq [3, 4] mape skladnikéw (Rys. 2). Gléwnymi zaletami TLC sa:
wszechstronno$¢, szybkos¢ oraz niskie koszty. Wadg natomiast mozliwo$¢ zmiany
sktadu fazy ruchomej w czasie rozwijania chromatogramu oraz wzrastajace rozmy-
cie stref substancji, powodowane zmniejszeniem szybkosci przeptywu fazy rucho-
mej w trakcie procesu chromatografowania.

1, 2 3
. 2 : 2
‘:- -------------- i-“-.-...-.“ N’.-...--...“
: i !
: : '
: + i 'e
: ‘ : .,
i 1 |- =05,
1D o>

Rysunek 1. Schemat dwuwymiarowego rozdzielania technikg chromatografii cienkowarstwowej; 1 — plytka
chromatograficzna z naniesiong strefg startowg prébki, 2 — chromatogram po rozwijaniu w pierw-
szym wymiarze, 3 - chromatogram po rozwijaniu w drugim wymiarze

Figure 1. The scheme of two dimensional separation with planar chromatography: 1 — chromatographic
plate with start solute zone, 2 — chromatogram after the development in the first dimension,
3 - chromatogram after the development in the second dimension
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Rysunek 2.  Plytka chromatograficzna (HPTLC CN, Merck) po procesie dwuwymiarowego rozwijania
chromatogramu (ang. Two Dimensional Separation, 2D) zwigzkéw fenolowych (ekstrakt z Flos
Samuci). I faza ruchoma 60% acetonu w n-heksanie, II faza ruchoma 50% metanolu w wodzie;
1 - myrycetyna, 2 — naryngenina, 3 - luteolina, 4 — apigenina, 5 — akacetyna, 6 — hiperozyd,
7 — kwercetyna, 8 — naryngina, 9 - rutyna, 10 - hesperetyna, 11 — kwercytryna, 12 - astragalina [5]

Figure 2. Chromatographic plate (HPTLC CN, from Merck) after two dimensional separation (2D) of pheno-
lic compounds (extract of Flos Sambuci), I dimension 60% acetone in n-hexane, and II dimension
50% methanol in water; 1 — myricetin, 2 - naringenin, 3 - luteolin, 4 - apigenin, 5 - acacetin,
6 - hyperoside, 7 — quercitrin, 8 - naringin, 9 - rutin, 10 - hesperetin, 11 - quercetin, 12 - astra-
galin [5]

2.2. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA KOLUMNOWA DWUWYMIAROWA

W chromatografii kolumnowej dwuwymiarowo$¢ polega na tym, ze czes¢
eluatu z pierwszej kolumny jest wprowadzana do drugiej (Rys. 3) [6-9]. W taki
proces mozna wlaczy¢ wiecej niz dwie kolumny [10]. Separacja taka moze prze-
biega¢ metoda ,off-line” lub ,on-line” W metodzie ,off-line” poszczegélne frak-
cje sg zbierane ,recznie” lub automatycznie do specjalnych pojemnikow kolektora
i nastgpne wprowadzane (dozowane) do drugiej kolumny [11, 12]. Metoda ta jest,
niestety, czasochtonna oraz wystepuje duze ryzyko zanieczyszczenia badanej probki
[13]. Posiada ona jednak rowniez zalety takie jak: mozliwo$¢ przygotowania kilku
probek oraz charakteryzuje sie prostym wyposazeniem aparaturowym. W zestawie
aparatury metody ,on-line” wystepuje zawor przelaczajacy, ktory umozliwia bez-
posrednie przeniesienie wybranej frakcji eluatu do kolejnej kolumny [12]. Zaleta
tej techniki jest znaczaca poprawa precyzji oraz skrdocenie czasu analizy [11, 12].
Niestety, specjalna aparatura wykorzystywana w tej technice jest do$¢ droga.
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Rysunek 3.

Figure 3.

Schemat zestawu do prowadzenia procesu dwuwymiarowego rozdzielania technika HPLC: 1 —
pierwsza kolumna, 2 — zawor dozujacy pierwszy, 3 — probka, 4 — pierwsza pompa, 5 — druga
pompa, 6 — Scieki, 7 - komputer, 8 - detektor UV, 9 - druga kolumna, 10 - druga petla,
11 - pierwsza petla, 12 - zawor dozujacy drugi [6]

The scheme of a device for two-dimensional separation with HPLC technique : 1 - 1st column,
2 - Ist injection valve, 3 — sample, 4 - 1st pump, 5 - 2nd pump, 6 - waste, 7 — PC, 8 - detector UV,
9 - 2nd column, 10 - 2nd loop , 11 - 1st loop, 12 - 2nd injection valve [6]

2.3. POLACZENIE TECHNIK CHROMATOGRAFII CIECZOWE]

WYSOKOCISNIENIOWE] I CHROMATOGRAFIT CIENKOWARSTWOWE]

Rozdzielanie sktadnikéw badanej mieszaniny za pomocg polaczonych technik
chromatografii cieczowej wysokoci$nieniowej i cienkowarstwowej mozna przepro-
wadzi¢ z wykorzystaniem dwdch ukladéw chromatograficznych z réznymi fazami
stacjonarnymi. Eluat z kolumny HPLC (np. ukladu faz odwrdconych) jest bezpo-
$rednio nanoszony na plytke chromatograficzng z zelem krzemionkowym (Rys. 4).
Wzrost efektywnosci rozdzielenia uzyskuje si¢ dzigki polaczeniu dwdch ukladow,
faz odwroconych (ang. Reverse Phase, RP) i normalnych (ang. Normal Phase, NP),
ktore posiadajg rozne charakterystyki selektywnosci [14].

Rysunek 4.

Figure 4.

.

Schemat zestawu polaczenia technik HPLC i TLC w dwuwymiarowym procesie rozdzielania:
1 - pompa, 2 — dozownik, 3 - mikrokolumna, 4 — detektor UV, 5 - termostat, 6 — dozownik aero-
zolowy, 7 — plytka chromatograficzna [14]

The scheme of a device for two-dimensional separation with HPLC and TLC techniques: 1 - pump,
2 - injection valve, 3 — microcolumn, 4 - detector UV, 5 — thermostat, 6 — aerosol applicator,
7 - chromatographic plate [14]
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2.4. CHROMATOGRAFIA GAZOWA DWUWYMIAROWA

W dwuwymiarowej chromatografii gazowej (2D GC) anality opuszczajace
kolumne sg zbierane w sposdb ciggly i stopniowo dozowane do drugiej kolumny,
ktora charakteryzuje si¢ inng selektywnoscig rozdzielenia [15-20]. Kolumny sa
polaczone specjalnym facznikiem (modulatorem) (Rys. 5), ktory pobiera frakcje
z I kolumny a nastepnie okresowo wstrzykuje je do II kolumny, z odpowiednia cz¢-
stotliwos$cia, zapobiegajaca ponownemu pofaczeniu sie stref substancji z réznych
frakcji. ,Sercem” takiej techniki jest modulator. Wyrdznia sie¢ dwa rodzaje modu-
latoréw: termiczne (z ogrzewaniem i/lub z chtodzeniem) oraz zaworowe [15]. Do
zalet dwuwymiarowej chromatografii gazowej mozna zaliczy¢ podwyzszong zdol-
no$¢ rozdzielczg oraz czutosé.

Rysunek 5. Schemat zestawu do dwuwymiarowej chromatografii gazowej (2D GC) z modulatorem zaworo-
wym, 1 - dozownik, 2 — kolumna rozdzielcza wymiaru pierwszego, 3 — zawor, 4 — kolumna roz-
dzielcza wymiaru drugiego, 5 — detektor, 6 — sterownik zaworu, 7 - termostat, 8 — dzielnik prze-
plywu, 9 - dostarczanie helu [21]

Figure 5. The schematic view of a device for two-dimensional separation with gas chromatography tech-
nique (2D GC) with valve modulator, 1 - injector, 2 — column of the first dimension, 3 - valve,
4 - column of the second dimension, 5 - detector, 6 — valve controller, 7 - GC oven, 8 - flow split,
9 —helium supply [21]

2.5. ELEKTROFOREZA ZELOWA DWUWYMIAROWA

Elektroforeza zelowa dwuwymiarowa jest jedng z podstawowych technik wyko-
rzystywanych w proteomice i genomice. Metoda ta swoja atrakcyjno$¢ zawdziecza
wysokiej rozdzielczo$ci oraz selektywnosci rozdzielenia ze wzgledu na dwie nieza-
lezne od siebie cechy bialek: punkt izoelektryczny (zaleznos$¢ tadunku makrocza-
steczek od pH $rodowiska) oraz mase czasteczkowa (Rys. 6) [22]. Przy wykorzysta-
niu jednej warstwy zelu mozna rozdziela¢ nawet do 10 000 biatek. Zel, na ktérym
nastgpita separacja, nalezy sfotografowa¢, poniewaz do$¢ szybko zmienia on swoje
wlasciwosci. Komputerowa analiza obrazu ulatwia ustalenie polozenia stref protein
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rozdzielonych. W kolejnym etapie z plytki zelowej wycinane sa strefy z rozdzielo-
nymi biatkami w celu poddania ich dalszym badaniom. Operacja ta moze by¢ wyko-
nana recznie lub przy uzyciu specjalnych robotdéw. Metoda ta wymaga jeszcze wielu
udoskonalen, dotyczacych pelnej automatyzacji, czy lepszego (dokladniejszego)
oprogramowania do analizy dwuwymiarowych elektroferograméw na zelu.
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Rysunek 6. Schemat eksperymentu dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Skiadniki probki sa rozdzie-
lane w pierwszym wymiarze za pomocg metody ogniskowania izoelektrycznego (ang. Isoelectric
Focusing, IEF), w drugim wymiarze rozdzielanie nastepuje ze wzgledu na zréznicowanie wielkosci
czgsteczek i ich tadunku elektrycznego [23]

Figure 6. The diagram of a two-dimensional gel electropherogram. In the first dimension a sample mixture
is separated by the method of isoelectric focusing (IEF). In the second dimension separation is due
to differences in particle size and electrical charge [23]

2.6. POLACZENIE TECHNIK ELEKTROCHROMATOGRAFII PLANARNE]
CISNIENIOWE] I CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE]

Technika elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej (ang. Pressurized Pla-
nar Electrochromatography, PPEC) charakteryzuje si¢ wysoka sprawnoscig, krotkim
czasem prowadzenia procesu rozdzielania oraz inng selektywnoscig w stosunku
do chromatografii cieczowej i elektroforezy [24]. Dlatego polaczenie jej z wysoko-
sprawna chromatografiag cienkowarstwowa (planarng) w dwuwymiarowy proces
separacji (2D HPTLC/PPEC) jest bardzo atrakcyjne [25, 26]. W pierwszym etapie
moze by¢ przeprowadzony proces rozwijania chromatogramu cienkowarstwowego,
a nastepnie elektrochromatogramu technikg PPEC. Rysunek 7 przedstawia plytke
chromatograficzng po procesie dwuwymiarowego rozdzielania technikami HPTLC
i PPEC. Technika PPEC jest stosunkowo nowa i innowacyjna metoda, ktdra jest
réwniez przedmiotem badan naszego zespolu [27-32]. Zgodnie z wspotczesnym
stanem badant metoda ma pewne ograniczenia: brak plytek elektrochromatograficz-
nych, dedykowanych wylacznie tej technice, oraz brak aparatury komercyjnej, ktéra
obecnie istnieje tylko w postaci konstrukcji prototypdw, opracowanych w laborato-
riach badawczych, zajmujacych si¢ rozwojem PPEC.
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Rysunek 7. Plytka chromatograficzna (HPTLC RP-18W, Merck) po procesie dwuwymiarowego rozdzielania
technikami HPTLC i PPEC; 1 - rodamina 6G, 2 - PAR, 3 - blekit patentowy, 4 — zielen S, 5 — azo-
rubina, 6 - biekit brylantowy, 7 - czerwien Allura, 8 — czern brylantowa [25]

Figure 7. The picture of the chromatographic plate (HPTLC RP-18W, Merck) after two-dimensional separa-
tion with HPTLC and PPEC techniques; 1 - rhodamine 6G, 2 — PAR, 3 - patent blue, 4 — green S,
5 — azorubine, 6 - brilliant blue, 7 — allura red, 8 - brilliant black [25]

3. ELEKTROFOREZA I CHROMATOGRAFIA CIECZOWA POLACZONE
ORTOGONALNIE W JEDNOETAPOWY PROCES SEPARAC]I

Zasada prowadzenia jednoczesnie dwdch proceséw separacji z wykorzystaniem
przeptywu roztworu fazy ruchomej wzgledem fazy stacjonarnej i pola elektrycznego
prostopadlego do tego przeplywu w procesie rozdzielania mieszaniny substancji
zostala po raz pierwszy zaproponowana przez Svennsona i Brattstena [33]. Zasade
procesu przedstawia Rysunek 8. Pole elektryczne byto przykltadane w kierunku
prostopadlym do przeptywu fazy ruchomej. Strefy substancji migrowaly, w zalez-
nosci od znaku tadunku elektrycznego ich jonéw, w kierunku anody lub katody.
Sktadniki mieszaniny substancji byly rozdzielane na frakcje, tworzace pasma, ktore
byly odchylane od kierunku przeplywu fazy ruchomej pod réznymi katami. Jezeli
w ukladzie byl utrzymywany staty przeptyw przy stalej wartosci natezenia pradu,
wtedy katy poszczegdlnych frakeji nie zmienialy sie w czasie procesu rozdzielania.
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Rysunek 8.  Zasada dzialania dwuwymiarowego rozdzielania z wykorzystaniem ciaglego i jednoczesnego
biegu dwoch proceséw ortogonalnych: chromatografii cieczowej i elektroforezy; A - kierunek
pola elektrycznego, B - kierunek przeptywu buforu (fazy ruchomej), C - wprowadzanie probki
(33]

Figure 8. Principle of an action of continuous two-dimensional separation with orthogonally combined and
simultaneously performedliquid chromatographyand electrophoresis; A - direction of electric field,
B - direction of buffer (mobile phase) flow, C - sample introduction [33]



910 E. LOPACIUK, T.H. DZIDO

3.1. TECHNIKA Z PRZEPLYWEM FAZY RUCHOME] WYWOLANYM DZIALANIEM
SIE KAPILARNYCH W WARSTWIE FAZY STACJONARNE]

W poczatkowym etapie rozwoju tej techniki rozdzielanie substancji przepro-
wadzano w uktadach, w ktorych faze stacjonarna stanowita warstwa papieru lub
bibuty. Zatem w tej technice chromatografia podzialowa i elektroforeza byty dwoma
ortogonalnie i jednoczesnie biegngcymi procesami.

W latach 50. XX w. badania nad takg technikg rozdzielania prowadzili Hau-
gaard i Kroner [34]. Separacje przeprowadzali z zastosowaniem bibuly, do kto-
rej podiaczali z obu stron elektrody aluminiowe, niklowe lub platynowe (Rys. 9).
W takim ukladzie proces przebiegal, niestety, bardzo dlugo, trwal okoto 16-18 godz.
przy roznicy potencjaléw 100 V. Rozdzielana probka zawierata mieszanine amino-
kwasow.

Rysunek 9.  Dwuwymiarowy elektrochromatogram otrzymany przez Haugaarda i Kronera; 1 - lizyna,
2 — kwas asparginowy, 3 - seryna, 4 — glicyna, 5 — kwas glutaminowy, 6 — arginina, 7 — alanina [34]

Figure 9. Two-dimensional electrochromatogram obtained by Haugaarda and Kroner; 1 - lysine, 2 - aspar-
tic acid, 3 - serine, 4 - glycine, 5 - glutamic acid, 6 — arginine, 7 — alanine [34]

Do budowy pierwszego urzadzenia do rozdzielania preparatywnego z cig-
glym dozowaniem probki i odbieraniem frakcji, opartego na powyzszej zasadzie
dziafania, Svensson i Brattsten uzyli ztoza z rozdrobnionego szkfa, umieszczonego
w ramie z plexiglasu (Rys. 10) [33]. Elektrolit oraz prébke dostarczali za pomoca
kolb Marriote’a. Elektrody przemywali kwasami i zasadami, aby unikng¢ zmian
pH, spowodowanych elektroliza. Pierwsze proby rozdzielania barwnikéw ukazaty
potrzebe dopracowania urzadzenia pod wzgledem stabilno$ci warunkéw prowa-
dzenia procesu (nat¢zenia pradu oraz temperatury). Mould i Synge rozdzielili kilka
komplekséw jodkow skrobi, przy wykorzystaniu urzadzeniu tego typu [35]. Gras-
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smann i Hanning skonstruowali urzadzenie (Rys. 11) bardzo podobne do urzadze-
nia Svenssona i Brattstena. Jedyng roznice stanowilo zastosowanie bibuly zamiast
rozdrobnionego szkla [36]. Elektrody byly zacisniete na bokach bibuty, ktorej konce
miaty ksztalt wypustek (jezyczkow). Kazdy ,jezyczek” odbieral inng frakcje z uktadu.
Probke mozna bylo dostarcza¢ do uktadu rozdzielczego w trzech réznych miejscach:
na $rodku oraz po bokach, w poblizu elektrod. Autorzy rozdzielali bialka surowicy
ludzkiej, aminokwasy oraz barwniki [37]. Firma Bender and Hobein sprzedawata
powyzsze urzadzenie pod nazwg Elphor V.

Kolejnym etapem rozwoju badan nad konstrukcja tego typu urzadzen byta apa-
ratura Straina i Sullivana (Rys. 12) [38, 39]. Autorzy zastosowali w niej bibute okoto
3 mm grubo$ci, umieszczong wraz z elektrodami pomiedzy dwiema szklanymi ply-
tami. Boki bibuly pokryli parafing. Miejsce dozowania probki umiescili centralnie
w gornej czesci urzadzenia. Zamontowane w dolnej cze¢sci aparatury paski bibuly
stuzyly do odprowadzania poszczegolnych frakcji skltadnikéw rozdzielanej miesza-
niny. Zaletg tej aparatury byto znaczace ograniczenie odparowania rozpuszczalnika
oraz ulepszony system chlodzenia, co umozliwilo stosowanie wigkszego natezenia
pradu. Badania dowiodty, Ze optymalng faza ruchomg w eksperymentach byt roz-
twor octanu amonu. Za pomoca tej aparatury autorzy rozdzielali mieszaniny katio-
néw metali [39].

Dotychczasowe urzadzenia do jednoczesnego i ortogonalnego prowadzenia
procesu elektroforezy i chromatografii posiadaly elektrody umieszczone wzdluz
przeciwleglych brzegéw fazy stacjonarnej. Durrum umiescil elektrody w dwoéch
dolnych rogach warstwy bibuly, stanowigcej faze stacjonarng (Rys. 13) [40]. W tym
przypadku linie sil pola elektrycznego mialy ksztalt fukow. Takie rozmieszczenie
elektrod miato wyeliminowa¢ lub znacznie ograniczaé zanieczyszczenie otrzymy-
wanych frakeji sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny przez substancje wydzielajace
sie na elektrodach. Urzadzenie Durruma wykorzystal Grasmman do rozdzielania
aminokwaséw (Rys. 14) [41].

Rysunek 10. Aparatura Svenssona i Brattstena [33]
Figure 10.  Apparatus after Svensson and Brattsten [33]
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Rysunek 11.

Figure 11.

Rysunek 12.

Figure 12.

Aparatura (Elphor Va) Grassmanna i Hanniga oferowana przez Bender and Hobein (Monachium)
- zaprojektowana do zbierania 48 frakcji [37]

The Elphor Va apparatus of Grassmann and Hanning commercialized by Benderand Hobein
(Munich) - apparatus designed to give 48 fractions [37]
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Schemat urzadzenia Straina i Sullivana; 1- bibuta, 2 - obszar bibuly zaimpregnowany parafing,
3 - kontur plytki szklanej, 4 - zbiornik na bufor (roztwor fazy ruchomej), 5 - zbiornik roztworu
probki, 6 — knot z bibuty, 7 - platynowe elektrody, 8 — wypustki bibutowe do zbierania frakeji [38]
Conceptual view of a device by Strain and Sullivan; 1 - filter paper, 2 - regions of paper impreg-
nated with paraffin, 3 - outline off glass plate, 4 - reservoir of buffer solution (mobile phase),
5 — solute mixture reservoir, 6 — paper wick, 7 — platinum electrodes, 8 — paper strips for fraction
collection [38]
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Rysunek 13.  Schemat urzadzen z dwoma sposobami usytuowania elektrod; a) zakrzywione pole — metoda
Durruma, b) pole jednorodne - metoda Svensonna i in. [40]

Figure 13.  Diagram showing two modes of electrode arrangement; a) curved field - method of Durrum,
b) linear field - method of Grassmann et al. [40]

Rysunek 14. Aparatura zaprojektowana przez Durruma i oferowana przez Shandon Scientific (Londyn) [41]
Figure 14.  The apparatus designed by Durrum and commercialized by Shandon Scientific (London) [41]

3.2. TECHNIKA Z PRZEPEYWEM FAZY RUCHOME] WYMUSZONYM CISNIENIEM
ZEWNETRZNYM

Duzym postepem w rozwoju dwuwymiarowych technik separacyjnych, wyko-
rzystujacych prostopadte pole elektryczne do kierunku przeptywu fazy ruchomej
w warstwie adsorbentu, byto skonstruowanie urzadzenia, w ktérym faza ruchoma
przemieszczala si¢ pod cisnieniem wzgledem fazy stacjonarnej. Aparatura tego typu
zostala skonstruowana i opatentowana przez E.L. Karlsona (Rys. 15) [42]. W urza-
dzeniu tym faze stacjonarng stanowila bibula filtracyjna lub ziarno adsorbentu
umieszczone pomiedzy dwoma szklanymi plytami. Faza ruchoma byta dostar-
czana do zbiornika umieszczonego tuz nad gérnym brzegiem fazy stacjonarnej.
Gorna czes¢ komory ci$nieniowej stanowila specjalna poduszka powietrzna, stu-
zaca do tloczenia fazy ruchomej przez zloze. Szklane plyty z poduszky powietrza
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byly umieszczone w specjalnej ramie, wyposazonej w elektrody. W gérnej czesci
urzadzenia umieszczona zostala rurka, przez ktdrg za pomocg specjalnej pompy, w
sposdb ciagly, dostarczano roztwdr probki skfadnikéw rozdzielanych. Rozdzielone
skladniki mieszaniny zbierano do pojemnikéw, umieszczonych w dolnej czesci apa-
ratu (Rys. 15).
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Rysunek 15. Urzadzenie do ciaglej dwuwymiarowej elektrochromatografii wg Karlsona; 1, 2 — szklane plyty,
3 - zloze (faza stacjonarna), 4, 5 — metalowe kanaly, 6, 7 - tkanina zabezpieczajaca, 8, 9 - kol-
nierze, 10 — zbiornik gorny, 11 - rurka doprowadzajaca probke, 12 - filtr, 13 — pompa eluentu,
14 - zaw6r kontrolny, 15-18 — pasma rozdzielanych sktadnikéw probki, 19, 20 - paski przepusz-
czalne dla roztworu fazy ruchomej, 21 - gniazda, 22 -lejki do zbierania frakeji [42]

Figure 15.  Apparatus for continuous two-dimensional electrochromatography by Karlson; 1, 2 - glass
sheet, 3 - bed (stationary phase), 4, 5 — metal channels, 6, 7 - webs, 8, 9 - flanges, 10 - header
box, 11 - sample tubing, 12 - filter, 13 - eluent pump, 14 - control valve, 15-18 - separated
solute zones, 19, 20 - fluid transfusable strips, 21- slots, 22 - funnels for collecting the separated
components [42]

3.3. ELEKTROCHROMATOGRAFIA PIERSCIENIOWA CIAGEA

Przyklad urzadzenia, do dwuwymiarowej ciaglej separacji z wymuszonym
przeptywem fazy ruchomej i polem elektrycznym prostopadlym do tego prze-
plywu, w ktérym faza stacjonarna tworzy forme cylindryczng, jest przedsta-
wiony na Rysunku 16. [43] Metoda ta zostala nazwana elektrochromatografia
pierscieniowa ciagla (ang. Continuous Annular Electrochromatography, CAEC).
Urzadzenie sklada si¢ z dwodch elektrod w ksztalcie cylindréw oraz dwoch cylin-
drycznych $cianek, migdzy ktorymi byla umieszczona faza stacjonarna. Przestrzen
pomiedzy $ciankami i elektrodami stuzyla, jako miejsce, do ktérego wprowa-
dzano ciecz chlodzaca. Podczas procesu elektrochromatograficznego elektrody,
zardbwno wewnetrzna, jaki i zewnetrzna, pozostawaly w miejscu, rotowalo jedy-
nie zloze adsorbentu. Eluent podawano od gory. Po przeplynieciu mieszaniny
przez uklad chromatograficzny poszczegdlne frakcje zbierano do pojemnikow
kolektora frakcji. W omawianym przykltadzie istniata mozliwo$¢ sterowania szyb-
ko$cia przeptywu eluentu. Do regulacji szybkosci przeptywu fazy ruchomej uzy-
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wano gazu, ktéry doprowadzano do gdérnej czesci urzadzenia (nie widocznej na
Rysunku 16). Kazdy sktadnik mieszaniny rozdzielanej posiadal okreslone miejsce
opuszczania kolumny, opisane przez kat, 6, i dystans, r, (odlegto$¢ od osi kolumny),
ktore zalezg od powinowactwa substancji rozdzielanych do faz ukladu i whasciwosci
elektrokinetycznych. Podczas separacji mieszaniny bardziej zlozonej nalezy zwiek-
szy¢ liczbe odbieralnikéw, ktorych miejsce zamontowania bylo wyznaczane przy
wykorzystaniu odpowiednich réwnan. Opisane urzadzenie zostalo wykorzystane
do rozdzielania hemoglobiny wolowej oraz skrobi.

Rysunek 16. Schemat urzadzenia do ciaglej elektrochromatografii pierscieniowej; 1 — miejsce wprowadzenia
probki, 2 - eluent, 3 - elektroda wewnetrzna, 4 - elektroda zewnetrzna, 5 - pasma substancji roz-
dzielanych, 6 - zbiornik na ciecz chtodzaca, 7 - ztoze adsorbentu [43]

Figure 16.  Apparatus for continuous annular electrochromatography; 1 — sample feed, 2 - eluent, 3 — inner
electrode, 4 - outer electrode, 5 - solute zones, 6 — cooling liquid reservoir, 7 - adsorbent [43]

3.4. ORTOGONALNA ELEKTROCHROMATOGRAFIA PLANARNA CISN}ENIOWA
- POLACZENIE TECHNIK ELEKTROCHROMATOGRAFII PLANARNE] CISNIENIOWE]
ORAZ CHROMATOGRAFII PLANARNE]J CISNIENIOWE]

Ortogonalna elektrochromatografia planarna ci$nieniowa (ang. Orthogonal
Pressurized Planar Electrochromatography, OPPEC) jest nowa technikg elektrochro-
matograficzng, ktéra stanowi polaczenie dwodch technik rozdzielczych, elektrofo-
rezy, a wlasciwie elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej, oraz chromatogra-
fii planarnej ci$nieniowej, przy czym procesy elektroforezy/elektrochromatografii
i chromatografii przebiegaja rOwnoczesnie i ortogonalnie wzgledem siebie. Technika
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ta zostala po raz pierwszy zaprezentowana przez nasz zesp6ol podczas 29. Miedzy-
narodowego Sympozjum Chromatografii w 2012 r. w Toruniu. Poniewaz jest ona
polaczeniem technik PPEC i OPEC, wigc zostang one wstepnie omdwione przed
podaniem informacji o technice OPPEC.

3.4.1. ELEKTROCHROMATOGRAFIA PLANARNA CISNIENIOWA

Pierwsza praca dotyczaca techniki elektrochromatografii planarnej cisnienio-
wej (elektrochromatografii planarnej w ukladzie zamknigtym) ukazala si¢ w 2004 r.
[44]. Zatem PPEC jest wzglednie nowg technika rozdzielcza, w ktdrej do separo-
wania substancji wykorzystywane sg procesy elektroforezy i podzialu substancji
pomiedzy dwie fazy, ruchomg i nieruchoma. Proces rozdzielenia prowadzony jest
w specjalnej komorze (Rys. 17), w ktdrej na warstwe adsorbentu plytki chroma-
tograficznej, przykrytej folig teflonowa, wywierane jest ci$nienie za pomocg spe-
cjalnej przykrywy. Przeptyw fazy ruchomej jest generowany dzialaniem pola elek-
trycznego, ktore powstaje po przylozeniu potencjalu do elektrod znajdujacych sie
przy przeciwleglych brzegach ptytki chromatograficznej. W najnowszym prototypie
urzadzenia oba procesy, zwilzanie warstwy adsorbentu plytki chromatograficznej
i rozwijanie elektrochromatogramu, s3 realizowane w jednej komorze urzadze-
nia do PPEC [45]. Wczeéniej te procesy byly wykonywane w odrebnych urzadze-
niach [30]. Przedstawiona konstrukcja urzadzenia do PPEC pozwala na szczelne
zamkniecie warstwy adsorbentu, i dzigki temu, wyeliminowanie udziatu fazy gazo-
wej z procesu rozdzielania, w przeciwienstwie do tego, jak to ma miejsce w chro-
matografii cienkowarstwowej. Proces rozdzielenia technika PPEC jest prowadzony
w plaskiej kolumnie i jest analogiczny do procesu separacji realizowanego technika
elektrochromatografii kapilarnej. Wyniki zaprezentowane w opublikowanych pra-
cach pokazuja, ze technike PPEC charakteryzuje wyzsza powtarzalnos¢ uzyskiwa-
nych wartosci dystansu migracji rozdzielanych stref substancji w stosunku do tych,
otrzymywanych za pomoca wczesniejszej wersji tej techniki, wykonywanej w ukta-
dzie otwartym, i znanej pod nazwa elektrochromatografii planarnej (ang. Planar
Electrochromatography, PEC). Ponadto, w poréwnaniu do zwyktej chromatografii
cienkowarstwowej, PPEC charakteryzuje si¢ duzo krotszym czasem separacji oraz
wiekszg sprawnoscig [24].
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Rysunek 17.  Uproszczony schemat zestawu do elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej; 1 — komora do
PPEC, 2 - kabina zabezpieczajaca, 3 - plytka chromatograficzna, 4 - elektroda, 5 - zbiornik fazy
ruchomej, 6 — amperomierz, 7 — zasilacz wysokonapieciowy

Figure 17.  Conceptual view of a device for pressurized planar electrochromatography: 1 - chamber for
PPEC, 2 - cabinet for PPEC chamber, 3 — chromatographic plate, 4 - electrodes, 5 - reservoir of
the mobile phase, 6 — ammeter, 7 - high voltage power supply

3.4.2. Chromatografia planarna cisnieniowa

W chromatografii planarnej ci$nieniowej faza ruchoma jest ttoczona przez
zloze adsorbentu na plytce chromatograficznej za pomoca pompy wysokocisnie-
niowej, np. do HPLC [46]. W chromatografii planarnej ci$nieniowej, podobnie jak
w elektrochromatografii planarnej ci$énieniowej, zostata wyeliminowana faza gazowa
z ukladu separacyjnego. Proces rozdzielenia technikg OPLC mozna przeprowadza¢
stosujac niskie (2-5 atm.), srednie (10-30 atm.) badZ wysokie (50-100 atm.) ci$nie-
nie. Stosowane ci$nienie zalezy gléwnie od rodzaju fazy stacjonarnej oraz zastoso-
wanej fazy ruchome;j. Strefy rozdzielonych sktadnikéw mieszaniny moga pozostaé
w warstwie adsorbentu plytki chromatograficznej, lub moga by¢ eluowane poza
uklad separacyjny tak, jak to jest prowadzone w typowych technikach kolumno-
wych. W sprzedazy dostepny jest aparat Personal OPLC Basic System 50 (Rys. 18)
[47], ktory jest wykorzystywany do separacji analitycznych oraz preparatywnych.

Rysunek 18. Urzadzenie do chromatografii planarnej ci$nieniowej, Personal OPLC Basic System 50 [48]
Figure 18.  Device for overpressurized layer chromatography,Personal OPLC Basic System 50 [48]
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3.4.3. Ortogonalna elektrochromatografia planarna cisnieniowa

Nie ma jeszcze doniesien literaturowych na temat urzadzenia wykorzystujacego
jednoczesne i ortogonalne prowadzenie proceséw elektrochromatografii planarne;
ci$nieniowej i chromatografii planarnej ciénieniowej. Natomiast znane sg przyklady
kolejnego zastosowania technik PPEC i TLC do dwuwymiarowego rozdzielania mie-
szanin substancji [25, 26]. Takie podejscie charakteryzuje sie wysoka efektywnoscia,
wynikajaca gtéwnie z odmiennej selektywnosci rozdzielenia zastosowanych ukladow
PPEC i TLC. W celu powigkszenia tej efektywno$ci nasz zespot podjat badania nad
skonstruowaniem urzadzenia, ktére umozliwialoby jednoczesne prowadzenie dwu-
wymiarowej separacji przy wykorzystaniu technik PPEC i OPLC. W nowej technice
roztwor fazy ruchomej jest tloczony w jednym kierunku poprzez ztoze fazy stacjo-
narnej (warstwe adsorbentu plytki chromatograficznej), a pole elektryczne jest przy-
tozone w kierunku prostopadtym do kierunku migracji fazy ruchomej. Mieszanina
sktadnikéw rozdzielanych moze by¢ wprowadzana, impulsowo lub ciagle, do ukladu
rozdzielczego w poblizu brzegu warstwy adsorbentu, do ktérego jest dostarczany
roztwor fazy ruchomej. W ten sposob tworzy sie uklad separacyjny, dwuwymiarowy,
w ktérym przebiegaja jednocze$nie dwa procesy ortogonalne, chromatografia cie-
czowa (chromatografia planarna ci$nieniowa) i elektroforeza, wplywajace w rézny
sposob na selektywno$¢ rozdzielenia. Mechanizm rozdzielania substancji w pierw-
szym procesie (chromatografii planarnej ci$nieniowej) odbywa si¢ przy wykorzysta-
niu zréznicowanego podzialu sktadnikéw probki pomiedzy dwie fazy, stacjonarng
i ruchoma. Natomiast w drugim kierunku do mechanizmu rozdzielenia wlaczony
jest proces elektroforezy (efekt elektroosmozy fazy ruchomej jest tu zablokowany
z powodu zamkniecia uktadu w kierunku zgodnym z liniami sit pola elektrycznego).
Schemat urzadzenia i jego zasade dziatania ilustrujg Rysunki 19 i 20, odpowiednio
do celéw rozdzielania analitycznego i preparatywnego.

Nasz zespot skonstruowal prototypowe urzadzenie do OPPEC, ktérego glowny
element, komora ci$nieniowa, jest pokazany na Rysunku 19. W sklad urzadzenia
wchodzg ponadto zasilacz wysokonapieciowy, pompa wysokoci$nieniowa, dozow-
nik petlowy, pompa hydrauliczna, ultratermostat. Nalezy przyznaé, ze gtéwnag
trudnoscig konstruowania urzadzenia bylo zaprojektowanie uszczelnienia warstwy
adsorbentu oraz komor elektrodowych, ktére zapobiegalyby migracji fazy rucho-
mej w niepozadanym kierunku. Mamy nadziej¢, ze czytelnicy zrozumiejg brak
szczegolow na ten temat, poniewaz nasze opracowanie jest przedmiotem prac nad
zgloszeniem patentowym. Na Rysunku 21. jest przedstawiony przyktad rozdzielania
pasmowego mieszaniny dwusktadnikowej barwnikdw.
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Rysunek 19. Schemat urzadzenia OPPEC do pracy w trybie analitycznym; 1 - sitownik hydrauliczny, 2 - przy-
krywa, 3 - margines uszczelniajacy warstwe adsorbentu ptytki chromatograficznej, 4 - pompa
tloczaca faze ruchoma, 5 - podstawa, 6 — anoda, 7 - katoda, 8 — dozownik probki, 9 - ptytka chro-
matograficzna, 10 - odbieralnik fazy ruchomej, 11 - rozdzielone strefy sktadnikéw probki

Figure 19.  The schematic view of a OPPEC device for application to analytical separation; 1 — hydraulic press,
2 - cover, 3 - special sealing margin of adsorbent layer of the chromatographic plate, 4 - mobile
phase feed pump, 5 - base, 6 — anode, 7 - cathode, 8 - sample injector, 9 - chromatographic plate,
10 - mobile phase collector, 11 - separated zones of sample component

v

TTTr

Rysunek 20. Schemat urzgdzenia OPPEC do pracy w trybie preparatywnym; 1 - katoda, 2 - plytka chromatogra-
ficzna, 3 - pompa tloczaca faze ruchomg, 4 — dozownik probki 5 - pasma substancji rozdzielanych,
6 - anoda, 7 - zbiorniki kolektora frakgji

Figure 20.  The schematic view of a OPPEC device for application to preparative separation; 1 — cathode,
2 - chromatographic plate, 3 — mobile phase feed pump, 4 — sample injector, 5 — separated solute
bands, 6 - anode, 7 — reservoirs of fraction collector
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Rysunek 21. Pasmowe rozdzielenie dwuskladnikowej mieszaniny barwnikéw metodg OPPEC
Figure 21.  Zone separation of two dyes mixture with OPPEC technique

4. TECHNIKI ,,PSEUDO-DWUWYMIAROWE”

W literaturze fachowej sa opracowania na temat technik rozdzielczych, ktdre
przypominajg, swoim efektem separacji, proces dwuwymiarowy ciagly, ale w rze-
czywisto$ci nim nie s3.

4.1. ELEKTROCHROMATOGRAFIA ZE ZMIANA MIEJSCA DOSTARCZANIA PROBKI

Interesujgcg koncepcje urzadzenia do elektrochromatografii przedstawili
Laskowski i in. z Uniwersytetu Technicznego w Kaiserslautern [49].

W poczatkowym etapie badan, w celu sprawdzenia zasady dzialania techniki,
autorzy zbudowali urzadzenie z warstwg adsorbentu, podobna do tej, jaka wystepuje
na zwyktej plytce chromatograficznej. Faza stacjonarna zostala umieszczona pomig-
dzy dwoma plaskimi plytami szklanymi. Z umieszczonego na gorze zbiorniczka,
do zloza splywal elektrolit (faza ruchoma), ktorego migracja wzgledem zloza byla
powodowana przez pole elektryczne, generowane przytozonym do elektrod napie-
ciem polaryzujagcym. Elektrody znajdowaly si¢ przy krawedziach gornej i dolnej
warstwy adsorbentu. Do gornej czesci warstwy fazy stacjonarnej byla dostarczana,
w sposob ciagly, mieszanina rozdzielanych substancji. Przy czym, podczas procesu
separacji miejsce dostarczania tej mieszaniny byto przemieszczane wzdluz gorne;j
krawedzi ztoza. W dolnej cze$ci ukladu separacyjnego byly umieszczone kapilary
do odprowadzania frakcji fazy ruchomej ze sktadnikami rozdzielanej mieszaniny.
Podczas procesu rozdzielania strefy substancji formowaly si¢ w pasma, skierowane
pod réznymi katami do kierunku przeplywu elektroosmotycznego fazy ruchome;j.
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Obecnie badania zespolu autoréw sg prowadzone przy wykorzystaniu urzadzenia
z fazg stacjonarng uformowang w ksztalcie cylindra, co przedstawia Rysunek 22.
Autorzy nazwali te technike elektrochromatografia pierscieniows ciagly. Nazwa jest
identyczna z wczesniej podang [43] i przedstawiong w rozdziale 3.3. Nalezy jednak
pamietac, ze proces rozdzielenia badanej mieszaniny w obydwu urzadzeniach prze-
biega inaczej.

Rysunek 22. Schemat urzadzenia do elektrochromatografii pierscieniowej ciaglej; 1 - katoda, 2 - adsorbent,
3 - anoda, 4 - elektrolit, 5 - probka, 6 — pasma rozdzielanych substancji, 7 - detektor UV/VIS,
8 - kolektor frakeji [49]

Figure 22.  The schematic view of a device for continuous annular electrochromatography; 1 - cathode, 2 -
adsorbent, 3 - anode, 4 - electrolyte, 5 — sample, 6 — separation bands, 7 - detector UV/VIS, 8 -
fraction collector [49]

4.2. MIKRO-ELEKTROFOREZA SWOBODNA DWUWYMIAROWA

W dwuwymiarowej elektroforezie swobodnej (ang. Two Dimensional Free
Flow Electrophoresis, 2D FFE) probka jest wprowadzana pod cisnieniem do plaskiej
komory separacyjnej. Pole elektryczne jest przykladane prostopadle do kierunku
przeptywu fazy ruchomej, co powoduje odchylanie pasm analitéw pod réznymi
katami do tego przeplywu [50]. W przeciwienstwie do elektroforezy kapilarnej,
probka moze by¢ dostarczana w sposob ciagly do uktadu rozdzielczego. Technika
ta ma zastosowanie do separacji preparatywnej peptydéw [51], komoérek [52, 53],
sktadnikow komorek [54], enzyméw [55, 56], bialek [57-59]. Najwigkszym pro-
blemem, zaklécajacym separacje preparatywng ta technika jest wydzielane ciepto
Joule’a w trakcie procesu. Ten problem jest zminimalizowany w uktadach miniatu-
rowych, tzw. mikroczipach.

Urzadzenie do takiej techniki, dwuwymiarowej mikro-elektroforezy swobod-
nej (ang. Two Dimensional Microchip Free Flow Electrophoresis, 2D UFFE), posiada
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nastepujace zalety: bardzo mate wymiary uktadu separacyjnego (co minimalizuje
niekorzystne efekty generowanego ciepla Joule’a) bardzo krétki czas separacji, mini-
malne zuzycie odczynnikéw, bardzo mate ilosci probek analizowanych. Wydaje sie,
ze najbardziej istotnym problemem prowadzenia procesu 2D pFFE jest gromadzenie
sie pecherzykow gazu na/przy elektrodach (Rys. 23) [60]. Pecherzyki te moga zakto-
ca¢ przeplyw strumienia analitu oraz pole elektryczne. W urzadzeniach do rozdzie-
lania analitycznego problem ten byl rozwiazywany, m.in., poprzez zastosowanie
membran jonowymiennych do oddzielania przestrzeni elektrodowej od pozostalej
cze$ci ukladu rozdzielczego. Natomiast w urzadzeniach mikro zastosowanie takich
bton bylo praktycznie niemozliwe ze wzgledéw technicznych. Prébowano w rézny
sposob oddzieli¢ pecherzyki od uktadu rozdzielczego. Byly to, miedzy innymi, spe-
cjalne przegrody oslaniajace elektrody. Rozwigzanie to powodowalo ograniczanie
przedostawania si¢ pecherzykow do przestrzeni uktadu separacyjnego, ale prowa-
dzilo do zwigkszenia oporu elektrycznego przy elektrodzie, co skutkowato spad-
kiem napiecia polaryzujacego pozostalej czesci roztworu (ukladu rozdzielczego)
[61]. Inne warianty rozwigzywania problemu pecherzykéw gazu przy elektrodach
zostaly opisane w pracach [62-66]. Przykltad urzadzenia do 2D pFFE, z przegrodami
oddzielajacymi przestrzen elektrodowg od ukladu rozdzielczego, jest przedstawiony
na Rysunku 23, a na Rysunku 24 jest pokazany elektroferogram, uzyskany przy
wykorzystaniu tego urzadzenia [60].

(b)

Rysunek 23. Schemat urzadzenia do pFFE; a) przekrdj poziomy urzadzenia z portami polaczenio-
wymi, b) przekréj wzdluzny urzadzenia z powickszonym fragmentem, przedstawiajg-
cym komore elektrodowa z przegrody; 1 — porty polaczeniowe, 2 — przegrody, 3 - elektrody,
4 - komora separacyjna, 5 — kanaly elektrodowe, 6 — pecherzyki gazu [60]

Figure 23.  Schematic view of UFFE device; a) top view of a device with connection ports, b) longitudinal
cross section of a device and expanded view of the electrode compartment with the partition;
1 - connecting ports, 2 - partitioning bars, 3 — electrode, 4 — separation chamber, 5 - electrode
channel, 6 - gas bubbles [60]
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Rysunek 24. Rozdzielanie pasmowe fluoresceiny (dolne pasmo) oraz rodaminy 6G (gérne pasmo) technika
2D UFFE [60]

Figure 24.  Zone separation of fluorescein (lower band) and rhodamine 6G (upper band) with 2D pFFE tech-
nique [60]

4.3. OGNISKOWANIE IZOELEKTRYCZNE Z CIAGEYM PRZEPLYWEM

Zasada dzialania techniki ogniskowania izoelektrycznego z ciggtym przeply-
wem fazy ruchomej (ang Free-flow Isoelectric Focusing, FF IEC) jest pokazana na
Rysunku 25. Polega na zastosowaniu przeplywu hydrodynamicznego roztworu
fazy ruchomej w ukladzie separacyjnym, utworzonym w plaskim pojemniku i pola
elektrycznego prostopadlego do tego przeptywu. Przy czym roztwor fazy ruchome;j
charakteryzuje si¢ gradientem pH w kierunku prostopadtym do przeplywu hydro-
dynamicznego, a réwnoleglym do linii sif pola elektrycznego [67]. Roztwdr probki
rozdzielanych sktadnikéw moze by¢ wprowadzany, do takiego uktadu, punktowo,
lub nawet na calej dlugosci krawedzi wejsciowej do uktadu separacyjnego. Sklad-
niki roztworu probki sa rozdzielane dzieki réznicy wartosci ich pI (punkt izo-
elektryczny), a nastepnie zbierane do naczynek u wyjscia z ukladu rozdzielczego.
W takim ukfadzie roztwor na caltym swym obszarze znajduje sie pod wplywem jed-
nakowego napiecia polaryzujacego.
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Rysunek 25.  Schemat urzadzenia do FF IEF; 1 - katoda, 2 — pole elektryczne,3 — kanaly wejsciowe, 4 - bufor,
5 — prébka, 6 — anoda, 7 — pasma sktadnikéw rozdzielanych, 8 — kanaty wyjsciowe [67]

Figure 25.  The scheme of a device for FF IEF; 1 - cathode, 2 - electric field, 3 - input channels, 4 - buffer,
5 - sample, 6 — anode, 7 — separation bands, 8 — outer channels [67]

W kolejnym etapie rozwoju FF IEC zostata opracowana technika izoelektrycz-
nego ogniskowania z rozbieznym przeplywem fazy ruchomej (ang. Divergent Iso-
electric Focusing, DF IEF) [68], ktora polega na wytworzeniu plaskiego rozbieznego
przeptywu fazy ruchomej i rozdzielanych stref substancji, wchodzacych w sklad
probki badanej. Zostalo to uzyskane poprzez zastosowanie roznej szerokoséci uktadu
separacyjnego, tzn. waskiej przy wejsciu do ukladu i szerokiej przy wyjsciu z ukladu
(Rys. 26). Urzadzenie zostalo tak zaprojektowane, aby napigcie polaryzujace ukltad
separacyjny ulegalo zwigkszeniu wraz ze zwigkszaniem jego szerokosci. W urza-
dzeniu zastosowano material nosny fazy ruchomej w postaci specjalnej wtokniny
(PEGAS), ktoéra, w poréwnaniu do papieru i podobnych materialéw, wyréznia sie
wiekszg odpornoscig mechaniczng i chemiczng, malymi oporami wobec przeptywu
fazy ruchomej. Pierwsze proby rozdzielania zostaly wykonane przy wykorzystaniu
wzorcowej mieszaniny, zawierajacej substancje rézniace si¢ barwa i wartosciami pl:
3,3; 4,7; 6,25 7,6; 11,0. Jako anolitu i katolitu uzyto odpowiednio roztworéw 0,05 M
H,PO, o przewodnosci wlasciwej 5,2 mS/cm, i 0,05 M NaOH o przewodno$ci wlasci-
wej 11 mS/cm. Zastosowany no$nik (wtoknina) charakteryzowat sie odpowiednimi:
hydrofilowoscia, aby utrzymac wodny roztwor pomiedzy wtdknami, i przepuszczal-
noscig, aby umozliwi¢ przeptyw fazy ruchomej pod minimalnym hydrostatycznym
ci$nieniem (Rys. 27). Zostala tu wykorzystana zasada ciaglosci strugi przy odpo-
wiedniej réznicy wysokosci pomigdzy wejsciem i wyjsciem uktadu. Ukazalo sie sze-
reg nowych prac na temat usprawnien urzadzenia do DF IEF [68-70].
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Rysunek 26. Schemat urzadzenia do DF IEF; 1 - trapezoidalny obszar separacji, 2 — anolit, 3 - amfolit, 4 - kato-
lit, 5 - anoda, 6 - katoda, 7 - wyjscie ukladu rozdzielczego, 8 — obszar o wysokiej przewodnosci,
9 — obszar o niskiej przewodnosci [68]

Figure 26.  The scheme of a device for DF IEF, 1 - trapezoidal separation area, 2 — anolyte, 3 — amfolyte,
4 - catholyte, 5 - anode, 6 - cathode, 7 - exit of separation system, 8 — area of high conductivity,
9 - area of low conductivity [68]

Rysunek 27. Widok urzadzenia do DF IEF [68]
Figure 27.  View of a DF IEF device [68]

PODSUMOWANIE

Techniki wykorzystujace do rozdzielenia sktadnikéw mieszanin substancji
dwa procesy elektroforezy i chromatografii, ktére s3 prowadzone jednoczesnie
i ortogonalnie, stanowig obiecujacy kierunek rozwoju metod elektromigracyjnych
separacyjnych, zaréwno do celéw rozdzielania analitycznego, jak i preparatywnego.
Wydaje sig, ze szczegolnie ortogonalna elektrochromatografia planarna cisnieniowa,
dzieki zastosowaniu wysokiego ci$nienia, moze by¢ ta technika, ktdra przyczyni sie
do znacznego zwigkszenia efektywnosci prowadzenia takiego procesu rozdzielania.
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