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ABSTRACT

Free flow electrophoresis, or carrier-free electrophoresis, is a techni-
que based upon the principle of mobility of chargeable species in the electric
field. However, unlike more widespread gel electrophoresis, free flow electro-
phoresis does not utilise any kind of solid support medium. Instead, species
to be separated move within the space filled with aqueous buffer, which is con-
stantly pumped in the direction perpendicular to the direction of the applied
electric field. Such set-up allows for continuous separation, as compounds
of the sample being processed form separate bands and leave the separa-
tion system through several different outlets located along the edge of the
chamber. Furthermore, the use of mild separation conditions increases
the chance of biologically active compounds retaining their activity after
the separation is finished. These qualities make free flow electrophoresis
an excellent tool for protein research and cytology.

In this review, the basic theoretical aspects of the technique are outli-
ned, with a special emphasis placed on various modes in which free flow
electrophoresis can be operated. Besides, a review of milestone papers
related to free flow electrophoresis technology is presented. Apart from
the devices following the original concept of Barrollier and Hannig,
an insight into the construction of recirculating instrumentation, multicompart-
ment electrolysers as well as radially-symmetric chambers is provided. A special
focus is placed on patents and commercialized solutions. Finally, the challenges of
scaling-down free flow electrophoresis to micro-dimensions are introduced.

Keywords: free flow electrophoresis, electromigration techniques, pseudo-two
dimensional separation, preparative separation, micro free flow electrophoresis
Stowa kluczowe: elektroforeza swobodna z przeplywem hydrodynamicznym, tech-
niki elektromigracyjne, rozdzielanie pseudo-dwuwymiarowe, rozdzielanie prepara-
tywne, mikro-elektroforeza swobodna z przeptywem hydrodynamicznym
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WPROWADZENIE

Pod wzgledem $rodowiska, w ktérym prowadzony jest proces, techniki elektro-
foretyczne podzieli¢ mozna na wykorzystujace nosnik (zel, bibuta) oraz jego pozba-
wione (elektroforezaswobodna, ang. free electrophoresis, FE). Elektroforeza swobodna
z kolei prowadzona moze by¢ w U-rurce, w kapilarze (elektroforeza kapilarna), lub
w komorze o innej geometrii. Anglojezyczny termin free flow electrophoresis, FFE,
najczesciej uzywany jest w odniesieniu do technik wykorzystujacych ptaskie komory
oraz hydrodynamiczny przeplyw buforu podstawowego. Nazwa tej techniki nie
zostala uwzgledniona w najnowszym stowniku chromatografii i technik elektro-
migracyjnych [1]. Dlatego w niniejszej pracy stosujemy nazwe elektroforeza swo-
bodna z przeplywem. Plaska konstrukcja komory do takiej elektroforezy umozli-
wia ortogonalne skrzyzowanie kierunku hydrodynamicznego przeptywu buforu
podstawowego z kierunkiem linii przylozonego pola elektrycznego. Przy takiej
konfiguracji, kierunek migracji skladnikéw probki dostarczonej do uktadu jest
wypadkowa kierunku przeptywu buforu podstawowego i ruchliwosci elektrofore-
tycznej rozdzielanych zwigzkéw. Umozliwia to rozdzielanie sktadnikéw dostarcza-
nej mieszaniny w trybie cigglym, co stwarza mozliwo$¢ stosowania elektroforezy
swobodnej w celach preparatywnych, przy zachowaniu wysokiej wydajnosci (brak
koniecznosci okresowego zatrzymywania procesu w celu ponownego dostarcze-
nia probki do rozdzielania). Rezygnacja z porowatego nosnika zapewnia wysoki
odzysk rozdzielanych zwigzkow, ktore dodatkowo, ze wzgledu na najczesciej sto-
sowane bufory wodne pozbawione modyfikatora organicznego, utrzymuja swoja
pierwotng strukture, zachowujgc tym samym przydatno$¢ np. do badan aktyw-
nosci biologicznej [2-4]. Wymienione cechy usposabiajg elektroforeze swobodng
do preparatywnego rozdzielania peptydéw [5, 6], biatek [7, 8], kwaséw nukleino-
wych [9] komorek [10-12] i ich czesci [13, 14]. Ponadto, opisano zastosowania
tej techniki do rozdzielania enancjomeréw [15-17] i nanoczastek [18, 19]. Celem
niniejszej pracy jest omowienie podstaw teoretycznych elektroforezy swobodne;j
z przeplywem oraz przedstawienie kluczowych osiagnieé rozwoju tej techniki.
Pokroétce opisane zostang réwniez najnowsze kierunki badan oraz postepy zwigzane
z miniaturyzacja stosowanych urzadzen.

1. PODSTAWY TEORETYCZNE

Istotg rozdzielania sktadnikéw mieszaniny podczas procesu elektroforezy kapi-
larnej jest zréznicowany dystans ich migracji w polu elektrycznym, zgodnie z réw-
naniem:

d= pePEt (1)

gdzie d - dystans migracji, p, — ruchliwo$¢ elektroforetyczna, E - natgzenie pola
elektrycznego, t — czas trwania procesu.
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Ruchliwos¢ elektroforetyczna wyraza si¢ z kolei wzorem:

q
6mrn

b, = 2)
gdzie q - tadunek czastki lub jonu, r - promien czastki lub jonu, n - lepko$¢ buforu
podstawowego.

Z powyzszych zaleznosci wynika wigc, ze w elektroforezie kapilarnej substan-
cje sg rozdzielane na podstawie réznic stosunku fadunku do wielkosci (promie-
nia) czastek/jonéw [20]. W technice elektroforezy swobodnej z przeptywem na
ruch czastek/jonéw w polu elektrycznym naktada sie hydrodynamiczny przeptyw
buforu podstawowego w kierunku prostopadtym. Proces ten odbywa sie w ptaskiej
komorze, ktorej dwie duze $ciany naprzeciwlegle sa oddalone od siebie w zakre-
sie od 0,035 do 0,7 mm. Zastosowane rozwigzanie skutkuje odchylaniem si¢ pasm
substancji rozdzielanych od kierunku przeptywu buforu podstawowego o kat,
ktérego warto$¢ odzwierciedla relacje wynikajace z wlasciwosci substancji, nate-
zenia pola elektrycznego, rozmiaréw komory oraz predkosci liniowej przeptywu
buforu podstawowego [21]. Zasada dzialania techniki elektroforezy swobodnej
z przeplywem zilustrowana jest na schemacie (Rys. 1).

3 1
—_——

2

Rysunek 1. Zasada dziatania elektroforezy swobodnej z przeptywem w trybie elektroforezy strefowej.
1 — kierunek pola elektrycznego, 2 — kierunek przeptywu hydrodynamicznego, 3 — miejsce wpro-

wadzania probki, ,,+” — anoda, ,,—” — katoda

Figure 1. The principle of action of free flow electrophoresis in zone electrophoresis mode. 1 — direction
of electric field, 2 — direction of hydrodynamic flow, 3 — sample introduction site, ,,+” — anode,
,,— — cathode

Elektroforeza swobodna z przeplywem jest wiec technikg, ktéra poszerza elek-
troforeze kapilarng o dodatkowy wymiar migracji rozdzielanych substancji, dzieki
czemu umozliwia prowadzenie procesu w sposob ciagly. Szersze oméwienie tema-
tyki korelacji elektroforezy kapilarnej i elektroforezy swobodnej z przepltywem zna-
lez¢ mozna w publikacjach [5, 6, 16, 22-27].
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Tak jak w innych technikach separacji, szereg zjawisk fizyko-chemicznych
utrudnia uzyskanie zadowalajacej rozdzielczoéci. Ponizsze roéwnanie przedstawia
zasadnicze skladowe poszerzenia pasm rozdzielanych substancji w elektroforezie
swobodnej z przeptywem:

2

2 2
Ny +0

2 2 2 2
0 = Opy + O + Oy + Oy + O + Oy (3)

gdzieo” — catkowitawariancjapasmarozdzielanejsubstancii, O'iN] —wariancjazwigzana

z szeroko$cig pasma prébki w miejscu dozowania, 07 — wariancja zwigzana z dyfuzja

w kierunku migracji w polu elektrycznym, o}, , - wariancja zwigzana z przeptywem

hydrodynamicznym, o7, - wariancja elektrodynamiczna, o7, - wariancja zwigzana

z cieptem Joule’a, 07, - wariancja elektrodyspersyjna.

Czes¢ z powyzszych skltadnikéw wymaga dodatkowego omdwienia:

o wariancja hydrodynamiczna (03,,): mechanicznie tloczony elektro-
lit podstawowy przyjmuje paraboliczny profil przepltywu, tzn. warstwy
plynace w bezposrednim sgsiedztwie goérnej i dolnej pokrywy komory
plyna wolniej niz warstwy znajdujace sie¢ w glebi roztworu. W rezultacie,
czastki/jony substancji, migrujagce w poblizu pokryw, beda opdznione
w kierunku przeptywu hydrodynamicznego w stosunku do czastek w gltebi
roztworu, co skutkuje deformacjg pasma substancji [28, 29],

« wariancja elektrodynamiczna (c%,): w zaleznosci od materiatu, z jakiego
wykonane sg pokrywy komory, po przylozeniu napigcia moze powstaé
przeplyw elektroosmotyczny buforu (ang. electroosmotic flow, EOF). Powo-
duje to przesunigcie pasm rozdzielanych substancji wraz z cala objetoscia
buforu podstawowego w kierunku prostopadlym do kierunku przeptywu
hydrodynamicznego [30],

+ wariancja wywolana cieplem Joule’a (O‘?H): przeptyw pradu elektrycznego
przez przewodnik powoduje wydzielanie si¢ ciepta zgodnie z rOwnaniem:

Q=RIt (4)

gdzie Q — wydzielone ciepto, R - opér elektryczny przewodnika, I - natezenie pradu,
t — czas trwania procesu.

Wydzielajace si¢ cieplo powoduje spadek lepkosci buforu podstawowego,
szczegoOlnie w glebi roztworu, gdyz cieplo wydzielajace si¢ w warstwach bezposred-
nio sasiadujgcych z pokrywami komory ulega bardziej efektywnemu rozproszeniu.
Powoduje to powstanie gradientu temperatury w srodowisku prowadzenia procesu,
co skutkuje lokalnymi zmianami ruchliwosci elektroforetycznej rozdzielanych sub-
stancji i wynikajacym z nich rozmyciem [31, 32].

« wariancja elektrodyspersyjna (07%,,,): podfozem dla tego rodzaju rozmycia s3

réznice przewodno$ci migdzy roztworem probki, a buforem podstawowym.
W przypadku, gdy roztwor probki charakteryzuje sie wyzsza przewodno-
$cig niz otaczajacy roztwor elektrolitu, dochodzi do poszerzenia strumienia
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probki (ruchliwo$¢ rozdzielanych czastek/jondw jest wieksza w roztworze
o mniejszej przewodnos$ci). Odwrotnie, zastosowanie roztworu probki
o przewodno$ci mniejszej niz otaczajacego elektrolitu spowoduje skupienie
sie pasma dozowanej probki [33].

Proces FFE moze by¢ prowadzony w kilku trybach: elektroforeza strefowa (ang.
free flow zone electrophoresis, FFZE), ogniskowanie izoelektryczne (ang. free flow
isoelectric focusing, FFIEF), izotachoforeza (ang. free flow isotachophoresis, FFITP),
elektroforeza ze skokowym gradientem pola (ang. free flow field step electrophoresis,
FFFSE).

W trybie elektroforezy strefowej (Rys. 1) stosuje si¢ bufor podstawowy, ktory
w czasie prowadzonego procesu zachowuje mozliwie jednolite pH oraz przewod-
no$¢ elektryczng. Dobdr buforu podstawowego odbywa sie z uwzglednieniem
wlasciwosci rozdzielanych substancji, np. gdy celem prowadzenia procesu jest
oddzielenie substancji amfiprotycznej od rozpuszczalnych zanieczyszczen, pH
srodowiska nalezy dobra¢ w ten sposéb, aby bylo ono réwne wartosci punktu izo-
elektrycznego oczyszczanej substancji, ktora migruje wtedy zgodnie z kierunkiem
przeptywu hydrodynamicznego, nie ulegajac migracji w polu elektrycznym. Sktad-
niki zanieczyszczajace natomiast beda wykazywac tadunek rézny od zera i ulegng
odchyleniu w kierunku anody lub katody. Mozna tez zastosowa¢ odwrotng strategie
i dobra¢ pH buforu tak, by odpowiadato ono punktowi izoelektrycznemu gléwnego
zanieczyszczenia [21]. Technikg elektroforezy strefowej wykonywane sg przede
wszystkim separacje organelli komdrkowych [34-36].

W metodzie ogniskowania izoelektrycznego (Rys. 2) istotg procesu jest zasto-
sowanie gradientu pH w kierunku réwnolegtym do linii sil pola elektrycznego,
co w omawianej technice oznacza kierunek prostopadly do kierunku przeptywu
buforu podstawowego. Gradient taki mozna uzyskac na trzy rézne sposoby: poprzez
dodanie do buforu podstawowego mieszaniny amfolitow [7, 37-39], poprzez zasto-
sowanie membran buforujacych (p. nizej) oraz poprzez rozwiazania aparaturowe
umozliwiajace przedostawanie si¢ do obszaru separacyjnego jondw wodorowych
i wodorotlenkowych powstatych w wyniku elektrolizy wody w przedziatach elek-
trodowych [40]. Ogniskowanie izoelektryczne szczegdlnie nadaje si¢ do rozdziela-
nia zwigzkéw o réznych wartosciach pl, zwlaszcza peptydéw i biatek. W momen-
cie dotarcia czasteczek do obszaru komory o pH odpowiadajacemu ich punktowi
izoelektrycznemu tracg one swdj sumaryczny tadunek rézny od zera i przestaja
migrowa¢ w polu elektrycznym. Skutkuje to powstaniem waskich pasm rozdzie-
lanych substancji przy wyjsciu z komory. Elektroforeze swobodng z przeplywem
i z ogniskowaniem izoelektrycznym bialek przeprowadza¢é mozna zaréwno
w warunkach natywnych, jak i denaturujacych [41].
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pH

Rysunek 2. Ogniskowanie izoelektryczne. Wartosci punktu izoelektrycznego substancji 1, 2 i 3 charaktery-
zuje relacja: pl, < pl, < pl,

Figure 2. Isoelectric focusing. Isoelectric points of the substances 1, 2 and 3 are related as follows:
pl, <plL, <pl,

Natomiast w metodzie izotachoforezy (Rys. 3) stosuje si¢ dwa rézne bufory —
jeden o ruchliwosci jonéw wiekszej niz ruchliwo$¢ jondéw probki (elektrolit wio-
dacy, ang. leading electrolyte, LE) i drugi o ruchliwosci mniejszej od jonéw probki
(elektrolit konczacy, ang. terminating electrolyte, TE). Stosujac tego rodzaju uklad,
rozdzielane substancje ukladaja si¢ w przylegajace pasma od najwigkszej do naj-
mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej [42]. Proces izotachoforezy swobodnej
z przeptywem opisano przede wszystkim dla celéw rozdzielania biatek [43-45],
w tym lipoprotein [46, 47], a takze organelli komoérkowych [48].

Rysunek 3. Izotachoforeza swobodna z przeptywem. LE — elektrolit wiodacy, TE — elektrolit konczacy
Figure 3. Free flow isotachophoresis. LE — leading electrolyte, TE - terminating electrolyte



ELEKTROFOREZA SWOBODNA Z PRZEPLYWEM HYDRODYNAMICZNYM 47

W trybie elektroforezy ze skokowym gradientem pola (Rys. 4) wykorzystywane
sg roznice przewodnosci elektrycznej stosowanych buforéw podstawowych - przez
srodkowg czes¢ komory ttoczony jest bufor o stosunkowo niskiej przewodnosci,
natomiast po obu jego stronach wprowadzany jest elektrolit o przewodnosci wyso-
kiej. Zastosowanie takiego rozwigzania sprawia, ze pasma rozdzielanych substancji
ulegaja skupieniu w momencie dotarcia do granicy dwoch ukladéw buforowych, co
wynika z naglego obnizenia ich ruchliwosci elektroforetycznej [21, 49].

+ HCB LCB HCB o=

Rysunek 4.  Elektroforeza swobodna z przeptywem ze skokowym gradientem pola. LCB — bufor o niskiej
przewodnosci, HCB — bufor o wysokiej przewodnosci

Figure 4. Free flow field step electrophoresis. LCB - low conductivity buffer, HCB - high conductivity
buffer

Powyzsze strategie scharakteryzowane zostaly dla procesu prowadzonego
w sposob ciagly. Istnieje jednak mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposéb inter-
walowy. Najpierw uruchamiany jest przeptyw hydrodynamiczny i do uktadu wpro-
wadzana jest probka. Nastepnie ttoczenie buforu podstawowego jest zatrzymywane
i uruchamiane jest pole elektryczne. Od tego momentu skladniki probki migrujg
w jednym kierunku zgodnie ze swojg ruchliwoscig elektroforetyczna. Po osiagnie-
ciu zadowalajgcego rozdzielenia pole elektryczne jest wylaczane, ponownie urucha-
miany jest przeptyw hydrodynamiczny i rozdzielone substancje s3 wyprowadzane
z ukladu separacyjnego. Jakkolwiek rozwigzanie to nie pozwala na wykorzystanie
zalet plynacych z ciaglego trybu rozdzielania, to jednak korzystnie przeciwdziala
przyczynom poszerzenia pasm substancji. Proces interwalowy opisano zaréwno dla
elektroforezy strefowej [15, 50], jak i izotachoforezy [51].
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2. ROZWIAZANIA TECHNICZNE

2.1. PIERWSZE URZADZENIA DO ELEKTROFOREZY SWOBODNE]
Z PRZEPLYWEM I ICH DALSZY ROZWO]

W literaturze przedmiotu jako poczatek techniki elektroforezy swobodnej
z przeplywem zgodnie cytowane sg prace Barrolliera [52] i Hanniga [53]. W pierw-
szej z nich zaprezentowano duze urzadzenie (ok. 60 x 60 cm), skonstruowane
z dwoch szklanych plyt, pomiedzy ktérymi znajdowala si¢ szczelina szerokosci
ok. 0,5 mm. Po bokach tak utworzonej komory umieszczone byly przedzialy elek-
trodowe, oddzielone od wtasciwej przestrzeni separacyjnej paskami bibulowymi.
W miejscu wejsciowej krawedzi do komory tloczony byt bufor oraz roztwor prébki.
Na przeciwleglym koncu rozdzielone sktadniki sptywaly po paskach bibuly do kil-
kudziesigciu zbiornikéw. Zblizone konstrukcyjnie urzadzenie przedstawil Hannig,
ktory zaprezentowal jego wykorzystanie do rozdzielania barwnikéw, aminokwasow,
peptydow, biatek surowicy, a takze erytrocytow kroliczych i ludzkich. W roku 1975
podobng konstrukcje opisal Wagner [54]. Ogdlny schemat budowy tego typu urza-
dzen przedstawia Rysunek 5. W latach 80. firma Bender and Hobein wprowadzita
na rynek aparaty bazujace na powyzszych koncepcjach (modele Elphor Vap 5, 11,
21, 22, 220) [55].

+

il -
1 i
3 N

6
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Rysunek 5. Budowa podstawowego urzadzenia do elektroforezy swobodnej z przeptywem. 1 — pompa elek-
trolitu podstawowego, 2 — pompa roztworu probki, 3 — przestrzen separacyjna, 4 — przedzialy
elektrodowe, 5 - zasilacz, 6 - zbiorniki frakcji

Figure 5. Basic free flow electrophoresis setup. 1 — background electrolyte pump, 2 — sample solution pump,
3 — separation area, 4 - electrode compartments, 5 - power supply, 6 — fraction containers

2

Inng koncepcje przedstawil Hannig w pracach z przelomu lat 70. i 80. [56, 57].
Zaprezentowana zostala konstrukcja aparatu typowo analitycznego, o rozmia-
rach komory separacyjnej 3 x 18 x 0,035 cm. Jedna z pokryw wyposazona zostala
w okienko kwarcowe, ktdre stwarzalo mozliwo$¢ detekeji densytometrycznej przy
uzyciu specjalnie skonstruowanej glowicy skanujacej. Urzadzenie wyposazone
byto w uklady elektroniczne umozliwiajace cyfrowy zapis uzyskiwanych wynikow.
Sredni czas pojedynczej analizy w tym urzadzeniu wynosit 30-90 s. Autorzy zapre-
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zentowali wyniki separacji m.in. bialek surowicy ludzkiej oraz erytrocytéw ludzkich
i kroliczych. Wykazano wysoka powtarzalnos¢ wynikéw uzyskiwanych w kolejno
nastepujacych po sobie analizach. Ma to szczegolne znaczenie przy pomiarze ruchli-
wosci elektroforetycznej rozdzielanych czgstek, co w przypadku analizy komorek
pozwala na $ledzenie subtelnych zmian fadunku powierzchniowego, powstalego np.
w przebiegu réznicowania. Opisane urzadzenie zostalo skomercjalizowane przez
firme Hirschmann jako ACE710 (Rys. 6).

Rysunek 6.  Urzadzenie analityczne ACE710. 1 — komora separacyjna, 2 — okienko optyczne,
3 — wyswietlacz do obserwacji rozdzielanych pasm, 4 — wyswietlacz krzywej dystrybucji pasm,
5 —wyswietlacz warto$ci ruchliwosci elektroforetycznych, 6 — drukarka, 7 — pomocnicze wskaz-
niki kontroli procesu, 8 — panel sterowania parametrami eksperymentu, 9 — pompa buforu podsta-
wowego, 10 — pompa probki. Przedruk za zgoda z [57].

Figure 6. ACE710 analytical apparatus. 1 - separation chamber, 2 - optical window, 3 - display
of separated bands, 4 - display of components’ distribution curves, 5 - electrophoretic mobility
display, 6 - printer, 7 - timing values for process control, 8 — panel for control of experiment para-
meters, 9 — background electrolyte pump, 10 — sample pump. Reprinted with permission from
[57].

Nowg konstrukcje urzadzenia do FFE zaprezentowali Weber i Bocek [58].
W odréznieniu od klasycznych aparatéw Hanniga i Barrolliera, przedstawiona przez
nich komora o wymiarach czesci separacyjnej 50 x 10 x 0,05 cm wyposazona zostala
w rozwigzania techniczne umozliwiajace przyspieszony przeplyw buforu pod-
stawowego wzdluz krancéw komory separacyjnej (w bezposrednim sgsiedztwie
membran ograniczajagcych przedzialy elektrodowe) oraz przeptyw przeciw-
pradowy przy kapilarach odprowadzajacych produkty separacji z uktadu (Rys.
7). Pierwsze rozwigzanie zapobiega przedostawaniu sie do medium separa-
cyjnego produktéow elektrolizy z przedzialow elektrodowych (przede wszyst-
kim tlenu, wodoru, jonéw H" i OH'), drugie natomiast uniezaleznia przeplyw
w kapilarach wyprowadzajacych od roéinych gestosci i lepkosci roztworéw
zbieranych frakcji. Opisano separacje przy uzyciu tego urzadzenia zaréwno
w trybie ZE, IEF, jak i ITP [36, 37, 51]. Dodatkowo, przedstawiono mozliwosé¢
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prowadzenia procesu zaréwno w trybie ciaglym, jak i interwalowym [15, 50,
51]. Urzadzenie to pierwotnie zostalo skomercjalizowane jako OCTOPUS
przez Dr. Weber GmbH. Nastepnie produkcjg i dystrybucja urzadzenia opar-
tego na tej technologii zajeta si¢ firma TECAN (aparat ProTeam FFE, [59]),
a pdzniej BD Diagnostics [60]. Obecnie, nowe generacje aparatu produkowane
i sprzedawane sg przez firme FFE Services GmbH [61].

Rysunek 7.

Figure 7.
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Schematyczna ilustracja komory do elektroforezy swobodnej skonstruowanej przez Webera
i Bocka [58]. 1 — odptywy rozdzielanych frakcji, 2 — przeptyw przeciwpradowy, 3 — membrana
oddzielajaca przedzial elektrodowy od przestrzeni separacyjnej, 4 — anoda, 5 — przeptyw anolitu
w przedziale anodowym, 6 — katoda, 7 — przeptyw katolitu w przedziale katodowym, 8 — prze-
ptyw brzegowy anolitu, 9 — przeptyw brzegowy katolitu, 10 — mieszanina amfolitow, 11 —miejsce
wprowadzania probki do uktadu

A schematic illustration of a free flow electrophoresis chamber constructed by Weber and Bocek
[58]. 1 - separated fractions outlets, 2 — countercurrent flow, 3 - membrane separating electrode
compartment from separation bed, 4 - anode, 5 - anolyte flow within anode compartment,
6 — cathode, 7 - catholyte flow within cathode compartment, 8 - anolyte sheath flow, 9 - catholyte
sheath flow, 10 - carrier ampholytes, 11 — sample introduction site

2.1. URZADZENIA Z RECYRKULUJACYM PRZEPLYWEM BUFORU PODSTAWOWEGO

Powyzsze rozwigzania skoncentrowane sg na rozdzielaniu cigglym, tzn. prébka
jest nieprzerwanie dostarczana i rozdzielana. W niektdrych jednak przypadkach
taka metodyka jest niezadowalajaca z punktu widzenia uzyskiwanej rozdziel-
czosci. Bier [62, 63] opatentowal urzadzenie recyrkulujace do ogniskowania izo-
elektrycznego o nastepujacej zasadzie dzialania: komora separacyjna podzielona
zostala membranami o grubosci 5-10 um na kilka réwnolegtych przedzialow,
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z ktérych kazdy posiadal wlasny przewdd wyprowadzajacy, ktéry przed ponow-
nym wejSciem do komory separacyjnej przechodzil przez wymiennik ciepta
(Rys. 8). Tym sposobem mozna byto zwiekszy¢ catkowity czas ekspozycji probki
nadzialanie pola elektrycznego, nie ryzykujac jednak nadmiernego ogrzania medium
separacyjnego i zwigzanej z tym dyspersji oraz degradacji produktéw rozdzielania
(w przypadku substancji termowrazliwych). Urzadzenie to przez autoréw zostalo
nazwane RIEF (ang. recycling isoelectric focusing). W przebiegu dalszych prac urza-
dzenie to zostalo zmodyfikowane — komora separacyjna pozbawiona zostata mem-
bran oraz zmniejszony zostat jej przeswit (do 0,7 mm) [64], pozostawiono natomiast
bez znaczacych zmian mechanizm recyrkulacyjny. W urzadzeniu tym, oprécz IEF,
mozliwe byly takze separacje ITP [65]. Aparat ten, jako RF3 zostal skomercjalizo-
wany przez Protein Technologies, Inc. [66].

Rysunek 8. Schemat urzadzenia z recyrkulujacym przeptywem buforu podstawowego. 1 - Zrédlo cieczy
chlodzacej, 2 - wymiennik ciepta, 3 - zasilacz, 4 — komora do ogniskowania izoelektrycznego,
5 — pompa wielokanatowa, 6 — detektory, 7 - modut zapisu danych oraz mikroprocesor. Przedruk
za zgoda z [66]

Figure 8. Schematic view of the recycling apparatus. 1 - coolant source, 2 — heat exchanger, 3 - power sup-
ply, 4 - IEF apparatus, 5 — multi-channel pump, 6 - sensors, 7 — data recorder and logic. Reprinted
with permission from [66]

Innowacyjnym przykladem pofaczenia przeptywu recyrkulujacego i podziatu
przestrzeni separacyjnej membranami byto urzadzenie Gradiflow [67]. Autorzy
zaprezentowali zestaw, w ktérym komora separacyjna podzielona zostata membrang
na dwa kanaty. W zaleznosci od szerokosci poréw, substancje rozdzieli¢ mozna bylo
jedynie na podstawie ich ruchliwosci elektroforetycznej (szerokie pory w membra-



52 P HODA, B. POLAK, T.H. DZIDO

nie) lub dodatkowo ze wzgledu na wielko$¢ czastki (waskie pory). Przy odpowied-
nim doborze objetosci przeptywajacych przez poszczegdlne kanaly mozna réwniez
byto prowadzi¢ zatezanie probki. Autorzy scharakteryzowali takze proces elektro-
dializy przy uzyciu urzadzenia Gradiflow [68].

Inne urzadzenie wykorzystujace idee wielokrotnego przeplywu rozdzielanej
probki przez komore skonstruowali i opisali Kong i wspolpracownicy [69]. Zasada
dzialania zaprezentowanej przez nich konstrukeji jest nastepujaca: roztwoér pod-
stawowy zawierajacy mieszanine amfolitow ttoczony jest wieloma kanalami do
komory, z ktorej rozdzielone frakcje wyplywaja do wielokanatowego kolektora.
Po przekroczeniu zadanego poziomu cieczy w kolektorze, czujnik wysylta sygnat
do modulu sterujagcego pompa, po czym kierunek przeplywu buforu odwraca
sie (pompa przechodzi w tryb ssacy). Cykl taki mozna powtérzy¢ wielokrotnie,
az do uzyskania zadowalajacego zogniskowania pasm rozdzielanych substan-
cji w roztworze o stabilnym gradiencie pH. Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze
autorzy tego rozwigzania maja w swoim dorobku kilka innych prac zwigzanych
z elektroforezg swobodng, m.in. dotyczacych innowacyjnych technik tloczenia elek-
trolitu podstawowego i dozowania prébki [70-74].

2.3. ELEKTROFOREZERY WIELOPRZEDZIALOWE

Pierwszym tego rodzaju rozwigzaniem byl Rotofor [75], ktéry w 1987 roku
zostal skomercjalizowany przez firme Bio-Rad [66]. Komora separacyjna miala
wydluzony ksztalt cylindryczny i podzielona byla blonami poélprzepuszczalnymi
na segmenty. Podstawy komory stanowily elektrody, natomiast jej osig byl element
chlodzacy. W czasie prowadzenia procesu, komora wykonywala ciagly obrét wokot
wlasnej osi, co mialo na celu réwnomierne rozproszenie ciepta Joule’a i w konse-
kwencji ograniczenie rozmycia stref rozdzielanych substancji. Nalezy zauwazy¢, ze
w urzadzeniach tego typu nie wystepuje ortogonalne nalozenie kierunkéw prze-
plywu hydrodynamicznego i ruchu jonéw w polu elektrycznym - procesy w nich
prowadzone nie majg wigc charakteru ciaglego. Tym niemniej, z uwagi na brak
nosnika i podobienstwo w zakresie zastosowan, postanowilismy uwzgledni¢ je
W niniejszym opracowaniu.

Inne rozwigzania zwigzane sg z uzyciem membran buforujacych. Separacje
wykonywane przy ich uzyciu okresli¢ mozna jako putapkowanie izoelektryczne
(ang. isoelectric trapping, IET) i majg szczegdlne zastosowanie we wstepnym roz-
dzielaniu mieszanin biatek do dalszej analizy. Podstawowym problemem przy tej
technice jest odpowiednia konstrukcja membran. Odpowiednim materiatem stano-
wigcym rusztowanie membran jest np. celuloza, poprzecznie usieciowany alkohol
poliwinylowy, tlenek polietylenu lub poliakrylamid. Stosowany moze réwniez by¢
zel agarozowy oparty na rusztowaniu z bibuly filtracyjnej [76]. Na tak przygoto-
wanej powierzchni immobilizowane sg czasteczki substancji z grupami jonotwor-
czymi w odpowiednich proporcjach tak, aby ostatecznie przygotowana membrana
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wykazywala odpowiednig wartos¢ pH i pojemno$¢ buforows. Najczesciej do tego
celu stuzg komercyjnie dostepne mieszaniny amfolitow, jak np. Ampholine czy
Pharmalytes [77]. Urzadzenia do putapkowania izoelektrycznego skladajg si¢ naj-
czedciej z kilku przedziatéw, z ktorych kazdy ograniczony jest dwoma membra-
nami o ré6znym pH. W ten sposob, rozdzielane biatka akumuluja si¢ w przedziale
ograniczonym blonami o pH odpowiednio nizszym i wyzszym od ich punktu izo-
elektrycznego. Righetti i wspolpracownicy zaprezentowali urzadzenie skladajace
sie z dowolnej liczby modutéw, kazdy o pojemnosci okoto 5 ml, oddzielonych od
siebie membranami izoelektrycznymi o pH odpowiadajacym potrzebom danego
procesu [78]. Kazdy z moduléw wyposazony jest w oddzielny kanal doprowadza-
jacy i odprowadzajacy, co pozwala na ciagla recyrkulacje jego zawartosci podczas
prowadzenia procesu (Rys. 9). Autorzy zaprezentowali wyniki m.in. oczyszcza-
nia rekombinowanej N-acetyloegliny C oraz separacji mieszaniny hemoglobin A
i C. Opatentowane rozwigzanie zostalo skomercjalizowane przez firme¢ Hoefer
Pharmacia jako aparat IsoPrime. Podobne rozwigzanie, cho¢ o mniejszych rozmia-
rach (ok. 0,5 ml na jeden modut) i pozbawione mechanizmu recyrkulujacego zapre-
zentowali Zuo i Speicher [79]. Urzadzenie bazujace na ich projekcie jest obecnie
sprzedawane jako ZOOM IEF Fractionator przez firme¢ ThermoFischer Scientific.
Podobne urzadzenie, o jeszcze mniejszej pojemnosci przedzialéw zaprezentowali
Lim i wspotpracownicy [80]. Ogle i Shave oraz Vigh opisali urzadzenia z wyko-
rzystaniem membran izoelektrycznych bazujace na koncepcji aparatu Gradiflow
[81-83].
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Rysunek 9. Zestaw do prowadzenia ogniskowania izoelektrycznego w elektroforezerze wielo-
przedzialowym. 1 — elektroforezer wieloprzedzialowy, la — membrany izoelektryczne,
2 — wielokanatowa pompa perystaltyczna, 3 — rezerwuary probki. Zasilacz niepokazany [78].
Figure 9. Instrumentation for isoelectric focusing in a multicompartment electrolyzer. 1 - multicompart-

ment electrolyzer, 1a - isoelectric membranes, 2 — multi-channel peristaltic pump, 3 - sample
reservoirs. Power supply not shown [78].



54 P HODA, B. POLAK, T.H. DZIDO

2.4. URZADZENIA O SYMETRII RADIALNE]

Projekt aparatu o symetrii radialnej do prowadzenia elektroforezy swobodnej
z przeplywem przedstawili Mattock i wspotpracownicy [84]. W publikacji scha-
rakteryzowana jest konstrukcja urzadzenia skladajacego sie z dwdch wspotosio-
wych cylindréw, z ktorych jeden stanowi katode, a drugi anode. Pole powierzchni
powstalego miedzy cylindrami pierscienia wynosi ok. 26 cm’, natomiast wysokos¢
przedzialu separacyjnego 30,5 cm. Cylinder wewnetrzny w czasie prowadzenia pro-
cesu jest nieruchomy, za$ zewnetrzny wykonuje ciagly obrét wokot osi z predkoscia
okoto 150 obrotéw na minute. Powstaly w ten sposob gradient predkosci katowej
zapobiega zaburzeniom przeplywu laminarnego (powstaja one na skutek lokalnych
zmian gestosci buforu podstawowego pod wpltywem wydzielajacego sie w czasie
procesu ciepla Joule'a). Réwnoczesnie, od dotu ku goérze tloczony jest bufor podsta-
wowy, ktéry wraz z pasmami rozdzielanych substancji trafia do trzydziestu otworéw
odplywowych na szczycie kolumny, skad dalej plynie do kolektora frakeji (Rys. 10).
Autorzy scharakteryzowali separacje m.in. bialek surowicy, erytrocytéw ludzkich
i krdliczych, a takze mieszaniny barwnikéw w trybie elektroforezy strefowej. Urza-
dzenie wedlug tej koncepcji skomercjalizowane zostalo jako BioStream przez John
Brown Engineering Co.
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Rysunek 10. Schemat urzadzenia opisanego przez Mattocka i wsp. 1 — miejsce wprowadzania buforu pod-
stawowego, 2 — miejsce wprowadzania roztworu probki, 3 — stator, 4 — miejsce zbioru frakeji,
5 —rotor, 6 — przestrzen, w ktorej zachodzi proces rozdzielania [84]

Figure 10.  Schematic presentation of the device described by Mattock et al. 1 - background buffer input,
2 - sample introduction site, 3 — stator, 4 - fraction collection site, 5 - rotor, 6 — the space within
which the separation process ocurrs [84]
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Zasadniczo odmienne rozwigzanie zaprezentowali Melin i Poggel [85]. W ich
urzadzeniu bufor podstawowy wraz z roztworem probki wtlaczany jest do przestrzeni
separacyjnej w poblizu obwodu plaskiego walca, ktorego podstawy zintegrowane sg
z elektrodami. Pasma substancji rozdzielanych sptywaja do kolektora frakeji znajdu-
jacego si¢ w centrum komory separacyjnej. Autorzy rozwigzania przedstawili sepa-
racje mieszaniny albuminy surowicy bydlecej, mioglobiny i cytochromu C w trybie
elektroforezy strefowej.

Inne urzadzenie o symetrii radialnej przedstawil Ivory [86]. Sklada si¢ ono
z wewnetrznego rotora i zewnetrznego statora, pomiedzy ktérymi znajduje sie prze-
strzen separacyjna. Na gorze i na dole tak powstatej kolumny znajdujg si¢ oddzielone
membranami elektrody. W czasie prowadzenia procesu wewnetrzna czes¢ wykonuje
ciggly ruch obrotowy z predkoscia 50-75 obrotéw na minute. Kontaktujace si¢ z
przestrzenig separacyjna powierzchnie rotora i statora wyposazone sa w komple-
mentarne wyzlobienia, ktérych odpowiednie uksztaltowanie powoduje, ze podczas
obrotéw rotora miedzy nim a statorem wytwarzajg si¢ wiry buforu podstawowego,
ktoérych charakterystyka przyczynia sie do ograniczenia dyspersji pasm rozdziela-
nych substancji (Rys. 11). Opisano takze wariant aparatu udoskonalony o mozli-
wos¢ detekeji spektrofotometrycznej on-line [87].

Rysunek 11.  Schemat urzadzenia Ivory’ego. 1 — tozysko elektrody (powigkszenie), 2 — struktura wyztobien
$Scian przestrzeni prowadzenia procesu rozdzielania, 3 — rotor, 4 — stator, 5 — zawor wejsciowy
cieczy chtodzacej (powigkszenie). Przedruk za zgoda z [86]

Figure 11.  Schematic of Ivory’s apparatus. 1 — electrode housing detail, 2 - the structure of indentations on
the walls of separation bed, 3 - rotor, 4 — stator, 5 - coolant inlet detail. Reprinted with permission
from [86]
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2.5. MINIATURYZACJA

Innymkierunkiem rozwoju elektroforezy swobodnejz przeptywemjestjejminia-
turyzacja. Pierwsze urzadzenie tego typu zostato skonstruowane przez Raymonda
i wspotpracownikow [88], jego ideg przedstawiono na Rysunku 12. Objetos¢ prze-
strzeni separacyjnej w scharakteryzowanym rozwigzaniu to jedynie 25 pl.

Rysunek 12.  Schematyczna ilustracja urzadzenia zaprezentowanego przez Raymonda i wspotpracownikow.
1,3 — miejsca wprowadzania buforu, 2 — miejsce wprowadzania probki, 4 — miejsce prowadzenia
procesu rozdzielania, 5 — matryce kanalikow bocznych, 6 — przedziat boczny. Przedruk za zgoda
z [88]

Figure 12.  Schematic illustration of the device presented by Raymond et al. 1,3 - buffer inlets, 2 — sample
inlet, 4 - separation bed, 5 - side channels arrays, 6 - side bed. Reprinted with permission from
(88]

Zmniejszone rozmiary tego i podobnych urzadzen skutkuja zdecydowanie
krotszymi czasami potrzebnymi do rozdzielenia substancji w polu elektrycznym
(nawet ponizej 1 sekundy [89]). Ponadto, wysoki stosunek powierzchni do objetosci
pozwala na efektywne rozproszenie wydzielajacego sie ciepla Joulea. Tym samym
zminimalizowany zostaje jeden z podstawowych probleméw technicznych spoty-
kanych w pelnowymiarowych aparatach do elektroforezy swobodnej z przeptywem.
Z drugiej jednak strony, w przypadku mikrokomoér wigkszego znaczenia nabiera
problem akumulacji pecherzykow gazéw powstatych w wyniku elektrolizy wody, co
powoduje zaréwno zaburzenia przeptywu hydrodynamicznego, jak réwniez spadek
efektywnosci zastosowanego pola elektrycznego. Rozwigzania techniczne majace
na celu ograniczenie wpltywu pecherzykéw na jako$¢ separacji podzieli¢ mozna na
kilka grup:
- zastosowanie matrycy kanalikdw o malej srednicy oddzielajacej przestrzen
separacyjng od przedzialow elektrodowych [88, 90, 91],

- bezposrednia integracja elektrod w $wietle komory i zastosowanie wartosci
napiecia niepowodujacych elektrolizy wody [92],

- zastosowanie elektrod palladowych [93],
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- oddzielenie przedzialéw elektrodowych od przestrzeni separacyjnej przy
uzyciu zelowych mostkow solnych [94-97],

- podziat komory na przedzialy przy uzyciu membran [98],

- zrdéznicowanie glebokosci przedzialow elektrodowych i przestrzeni separa-
cyjnej [99] oraz inne modyfikacje geometryczne [100, 101],

- izolacja elektrod i przeniesienie tadunku do przestrzeni separacyjnej na
zasadzie indukgji [102],

- dodatek pary redoks chinon/hydrochinon, ktéra ulega redukcji/utlenianiu
przy potencjatach nizszych niz woda i bez generacji gazéw [103].

Opisano liczne przyklady rozdzielania prowadzonego przy uzyciu mikro-
urzadzen, zaréwno w trybie elektroforezy strefowej [88, 91, 96, 97], izotachoforezy
[105-107], jak réwniez elektroforezy ze skokowym gradientem pola [98, 108].
Wigkszos¢ cytowanych doniesienn dotyczy rozdzielania barwnikéow fluorescencyj-
nych, jednak w przypadku ogniskowania izoelektrycznego opisano takze separacje
peptydow [89], bialek [94] i organelli komdrkowych [92].

Akapit ten przedstawia jedynie zarys obecnego stanu wiedzy na temat zminia-
turyzowanej elektroforezy swobodnej z przeptywem. Znacznie pelniejsze oméwie-
nie tego zagadnienia znalez¢ mozna w pracach przegladowych [108-110].

PODSUMOWANIE

Od momentu przedstawienia koncepcji elektroforezy swobodnej z przepty-
wem i konstrukeji pierwszego urzadzenia, technika ta zyskala ugruntowana pozycje
posrdéd metod rozdzielania, szczegdlnie w odniesieniu do substancji wrazliwych
na sklad chemiczny medium separacyjnego, przede wszystkim bialek i pepty-
déw. Innym wyrdzniajacym ja sposrdd wiekszosci technik rozdzielania aspektem
jest mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposéb ciagly, co czyni ja odpowiednig do
zastosowan preparatywnych. W ostatnich latach, dzieki rozwojowi technik mikro-
obrobki, pojawilo si¢ znaczace zainteresowanie miniaturyzacja urzadzen analitycz-
nych, w tym réwniez komor do elektroforezy swobodnej. Kierunek ten wydaje si¢
by¢ niezwykle obiecujacy z uwagi na swoj wysoki potencjal sprzegania z innymi
urzadzeniami w ramach systemoéw lab-on-chip.
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