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Chromatografia jonowymienna biopolimeréw z wykorzystaniem

jonowymieniaczy opartych na noénikach z usieciowanych

polisacharydéw. Cz. Il. Technika procesu chromatograficznego

Centralne Laboratorium Aparaturowe AR, ul. Akademicka 13, 20-934 Lublin

W pierwszej czeéei artykulu (5) oméwiono che-
miczng budowe i wlasciwosci jonowymieniaczy opar-
tych na nosnikach z usieciowanych wielocukrow. Opi-
sano rowniez zasady doboru buforu, wyboru jonowy-
mieniacza oraz jego przygotowanie do przeprowadze-
nia procesu chromatograficznego polimerycznych
skladnikow obiektéw biologicznych. Niniejsza czesé
pracy poswiecona jJest technice kolumnowej oraz jed-
nostopniowej wymianie jonowej tego procesu.

1. Wybdér kolumny

Kolumna chromatograficzna powinna byé wykonana
z materialu zapobiegajgcego destrukeji labilnych bio-
polimerdéw. Najlepiej do tego celu nadaje sie szklo.
Przepona, na ktorej opiera sie zloze jonowymieniacza,
musi by¢ mozliwie cienka i tak porowata, aby wy-
kluczala mozliwos$é zatykania sie jej materiatem bio-
logicznym. Jezeli nad przepona nanosimy warstwe
piasku, nalezy sie staraé, by byla ona mozZliwie naj-
wezsza 1 w ten sposbéb nie wplywala na wzrost dy-
fuzji rozdzielanych frakeji. To samo dotyczy martwej
objeto$ci kolumny pod przepong oraz objetosci wezy-
kéw odprowadzajacych eluat z kolumny, ktére muszg
byé ograniczone do niezbednego minimum. Nalezy
stworzyé takie wyjSciowe warunki rozdzialtu chro-
matograficznego, zeby skladniki proéby adsorbowaly
sie w 1—2 cm, gornej warstwie jonitu. W takich
przypadkach, 20 cm wysokosé zloza kolumny wy-
starcza do przeprowadzenia wiekszodei rozdziatow.
Dtuzsze kolumny wymagane sg przy rozdzialach, przy
ktorych mamy do czynienia z bardzo zloZonymi mie-
szaninami. Jezeli wysoko$é zloza jonitu jest $Scisle
okreslona, $rednica kolumny moze by¢é wyliczona z
ilo$ci jonowymieniacza wymagane]j do jej upakowa-
nia. Srednica ta jest zalezna od zadanej pojemnosci
uzytecznosci zloza jonowymieniacza (wielko§é nano-
szonej proby). Chromatografia jonowymienna biopo-
limeré6w wymaga stosunkowo niewielkich kolumn.
Wiekszo$é rozdzialdw zlozonych mieszanin przeprowa-
dza sie na kolumnach o wymiarach od 1,6X20 cm
do 10X45 cm.

2. Upakowywanie kolumny

Jak w innych technikach chromatograficznych, etap
upakowywania kolumny jest istotnym etapem wply-
wajacym na rozdzial izolowanych polimeréow. Zle
upakowane kolumny daja nieréwnomierny przeplyw
w poszezegblnych obszarach jej zloza. Powoduje to
w konsekwencji skrzywianie sie i rozszerzanie stref
izolowanych zwigzkéw, co znacznie pogarsza ich roz-
dzial. Pakowanie kolumn z jonowymieniaczami jest
zwykle latwiejsze, niz pakowanie zelu w chromato-
grafii sitowej. Wymagana bowiem w drugim przy-
padku wysoko$§é zloza jest zwykle znacznie wigksza.
Obok znanych powszechnie prawidel postepowania
przy upakowywaniu kolumn chromatograficznych,
warto wzigé pod uwage ponizsze wskazéwki. Specz-
nialy jonowymieniacz powinien byé tak zmieszany z
buforem, aby dawal sig latwo przelewaé, a nie two-
rzyl gestej masy zatrzymujacej pecherzyki powietrza.
Zwykle taka zawiesina zawiera ok. 75% speczniatego
zelu, W przypadku, gdy jonowymieniacz (Sephadex)

speczniano w temperaturze pokojowej, zawiesing na-
lezy odpowietrzyé. Jonit pakowaé w temperaturze
pracy kolumny. Jego zawiesing wlewaé przy pomocy
szklanej bagietki lub w inny sposbb zapobiegajacy
wytwarzaniu sie pecherzykéw powietrza. Kolumneg
mozna napelniaé do ustalonej wysokosci ztoza dwo-
ma sposobami. Przy stosowaniu pierwszego z nich
staramy sie caly jonit nanie§é jednorazowo. Uczynié¢
to mozna przy pomocy dodatkowego zbiornika, kto-
rego wylot podlaczony jest do gérnej czgsci kolumny.
Tloé¢ jonitu dobieramy do$wiadczalnie. Wedlug dru-
giego sposobu kolumneg napelniamy do wymagane]j
wysokosci etapami, tak, aby po dodaniu kaidej porcji
jonitu i spuszezeniu nadmiaru buforu, nastepng porc-
je wlewaé do kolumny z uzyciem mieszadla, szybko
obracajacego sie w pozostatej czesci plynu i gérnej
warstwie naniesionego poprzednio zelu. W celu usta-
bilizowania sie wysokosei stlupa zloza, podlgezy¢ gor-
ng czesé kolumny do zbiornika z buforem i ustawié
go na takiej wysokosei, aby cidnienie slupa wody
(szybkoié przeptywu buforu przez kolumne) bylo nie-
¢n wieksze niz zastosowane potem, w trakecie roz-
dzialu chromatograficznego. Przepudcié 2 objgtosci
kolumnowe buforu dla zréwnowazenia i stabilizacji
zloza jonitu. Do sprawdzenia roéwnomiernosci upako-
wania kolumny nie stosowaé zadnych substancii
barwnych, z uwagi na to, ze niemal wszystkie barw-
niki posiadaja ladunek i moga byé wigzane przez
jonowymieniacz. Przy braku odpowiedniego adaptora
zabezpieczajacego gbérna powierzchnie zloza, na
wierzeh jonitu moezna naniesé ok. 0,5 cm warstwe
specznionego w ten sam sposéb Sephadexu G-25.
Kolumne ustawié z dala od zrédel ciepta, bezposred-
niego dzialania promieni stonecznych oraz miejsc na-
razonych na przeciagi.

3. Przygotowanie préby

Wielkosé préby, jaka mamy nanie§é na kolumng,
zalezy od pojemnoSei uzytecznosci jej zloza. Zawar-
tos¢ wiazanyeh do jonitu skladnikéw powinna odpo-
wiada¢ 10—20% tej pojemnodci. Tak wige, jeszcze
przed dokonaniem rozdzialu, nalezy zdecydowaé o
wielkoéei préby lub o rozmiarach kolumny. Skiad
jonowy proby powinien byé taki sam jak buforu
wyjsciowego. Jezeli jest on odmienny, probe nalezy
odsolié przez dialize lub technika chromatografii si-
towej z wykorzystaniem Sephadexu G-25. Czesto wy-
starcza odpowiednie jej rozeienczenie buforem wyj-
Sciowym.

Jezeli proces chromatograficzny prowadzi sig przez
rozwijanie jedynie bulorem wyjsciowym, objetosé pro-
by jest istotna dla rozdzialu i nie moze przekraczaé
1—5% objetosci ztoza kolumny. JeSli — jednakie —
warunki procesu sa tak dobrane, ze substancje bedg
wymywane z kolumny na zasadzie zmiany gradientu
pH lub wzrostu sily jonowej, sktadniki sa poczatkowo
adsorbowane na szezyeie kolumny. W tym przypadku
nie objetosé, lecz bezwzgledna ilodé wigzanych zwigz-
kéw w probie jest daleko wazniejsza dla procesu.
Oznacza to, ze na kolumne z jonowymieniaczem moz-
na wprowadzaé duze objetodei rozeieficzonych roztwo-
row biopolimeréw, takich np, jak ubogie frakcje z
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etapu chromatografii sitowej. Jonowymieniacz pozwa-
la wtedy na zageszczenie frakcjonowanego skladnika.
Jesli substancje zanieczyszezajgce maja by¢ zaadsor-
bowane na kolumnie, a interesujgcy nas zwiazek
powinien przez nig przechodzié, objeto§¢ préby jest
tokze mniej wazna niz ilo$é wystepujacych w niej
skladnikéw wigzanych do jonitu.

4, Wprowadzanie préby do kolumny

Sa trzy sposoby wprowadzanie proby do zloza joni-
tu kolumny.

a) Wprowadzenie prdéby do zelu z usunietym bufo-
rem. Metoda ta nie wymaga dodatkowego wyposa-
zenia, lecz jest stosunkowo trudna w nalezytym
wykonaniu. Przeprowadza sie ja w nastepujacy spo-
so6b: pozostawia sie odplyw kolumny oftwarty dla
splyniecia buforu, do momentu osuszenia jego goérnej
powierzchni. Nastepnie — przy pomocy strzykawki —
nanosi sie proébe na powierzchnie zelu i pozostawia
do splyniecia do wewnagtrz zloza. Kiedy cala préba
wniknie do jonitu, goérng czes¢ kolumny przemywa
sie pewng iloscig buforu wyjsciowego i kolumne pod-
tacza do elucji. Sposéb ten doprowadza czesto do
zniszczenia powierzchni jonitu. Dlatego duzg pomoag
na tej drodze dozowania stanowig, umieszczone na
wierzchu zloza, odpowiednie tygielki z porowatym
dnem.

b) Wprowadzanie préby pod warstwe buforu. Przy
tym sposobie wprowadzania proéby pozostawia sie
nadmiar buforu nad zlozem jonitu. Prébe wprowa-
dza sie — przy pomocy strzykawki lub pompy pery-
slaltycznej — przez kapilarny wezyk, ktérego wylot
umieszcza sie pod buforem tuz nad powierzchnig
zelu. Przed dokonaniem takiego dozowania nalezy
mie¢ na uwadze, aby nanoszona probka miata gestosé
nieco wigksza niz bufor nad jonowymieniaczem. W
tym celu, do jej roztworu w buforze wyjSciowym,
dodaje sie malg ilo§¢ niejonowej substancji, np. glu-
kozy. Kolumne latwo laczy sie nastepnie do zbiornika
7 buforem i przeprowadza proces rozdziatu.

¢) Wprowadzenie préby przez adaptor. Jezeli ko-
lumna wyposazona jest w adaptor z porowata prze-
groda docidnieta do zloza zelu, prébe wprowadza sie
bezposrednio przy pomocy pipety, strzykawki, do-
datkowych dozownikéw préb lub zlewek z uzyciem
pompy perystaltycznej, wzglednie podci§nieniowe za-
ssanie proby. Kolumne przemywa sie jednag obieto-
Scig kolumnowa buforu wyjsciowego i rozpoczyna
proces elucji interesujacej nas substancji.

5. Elucja

Jesli warunki procesu sg tak dobrane, ze sub-
stancje stanowigce zanieczyszczenia interesujacego
nas skladnika sg adsorbowane na kolumnie, wtedy
nie dokonuje sie zadnych zmian w warunkach eluciji,
poniewaz izolowana przez nas substancja przechodzi
bez przeszkéd przez kolumne. Natomiast, kiedy pro-
ces umozliwia wigzanie badanego zwigzku przez jonit
kolumny, elucja tego zwigzku musi byé dokonana
przez zmiany albo pH buforu, sily jonowej lub obu
tych cech jednocze$nie. Warunki procesu w wielu
przypadkach moga by¢ tak okreslone, ze skladniki
préby s3 rozdzielane przez elucje buforem wyjscio-
wym. Spos6b taki nazywany jest elucja izokratyczna.
Ten rodzaj wypierania zwigzku ze zloza jonowymie-
rdacza jest korzystny, poniewaz proces nie wymaga

zastosowania mieszalnika gradientu i — jedli wszyst-
kie poczatkowo zatrzymane na kolumnie substancje
sa takze eluowane buforem wyjSciowym — nie jest

konieczna regeneracja kolumny, Czas rozdzialu przy
uzyciu elueji izokratycznej jest stosunkowo diugi, a
niektére ze skladnikéw moga byé zatrzymywane przez
jonit w sposéb nieodwracalny, tak, ze praktycznie
do elucji lub regulacji wymagana jest zmiana nie-
ktoryeh warunkow.

5.1. Zmiana pH

Jak wspomniano wypadkowy adunek czasteczki
bialkowej zalezy od pH buforu, w ktérym sie ona
znajduje. Dlatego zmiany pH, wobec punktu izoelek-

240

irycznego substancji bialkowe]j, przyczyniajg sie do
strat tego ladunku, a wiec sa powodem odrywania
czasteczek od jonowymieniacza (desorpcji) i ich elu-
cji ze zloza kolumny.

5.2. Zmiana sity jonowej

W warunkach niskich wartosci sily jonowej buforu
i stosunkowo duzego stezenia izolowanego biopoli-
meru, wspoéizawodnictwo obu rodzajow czasteczek w
stosunku do natladowanych grup jonowymieniacza za-
chodzi w minimalnym zakresie, a substancja jest sil-
nie wigzana. Podczas wzrostu sity jonowej ukladu,
wzrasta wspoélzawodnictwo czgsteczek buforu o na-
ladowane grupy jonitu, co w efekcie prowadzi do
elucji tych ostatnich czgsteczek z kolumny. Podkres-
li¢ nalezy, ze istotnym momentem przed zastosowa-
niem gradientu sity jonowej, jest przemycie kolumny
wyjsciowym buforem.

5.3. Wybér rodzaju gradientu

Skladniki préby wykazujg zwykle roézne powino-
wactwo do jonowrymieniacza i dlatego zmiany w pH
oraz sile jonowe]j eluenta moga wywolywaé ich elucje
w roéznym czasie, a z kolei ich rodzial — jednego
od drugiego. Elucje sktadnikéw mozna przeprowa-
dzi¢ przy uzyciu albo ciaglego, albo skokowego gra-
dientu. Ciggly gradient pH jest trudny do wytwo-
rzenia w stalej wartosci sily jonowej. Gradient taki
nie moze byé uzyskany przez zmieszanie buforéw
o réznym pH w liniowych warunkach objetoscio-
wych, poniewaz pojemno$é buforowa uzyskiwanych
vkladow jest zalezna od wartoSci pH. W dodatku
bufor, ktéry ustala buforowanie reaguje z jonowy-
mieniaczem. Gradient skokowy jest latwiejszy do u-
zyskania 1 jest bardziej powtarzalny niz gradient
liniowy. Za kazdym razem, kiedy bufor zréwnowaza
jonowymieniacz, proces ten zachodzi w krétkim okre-
sie przed osiggnieciem nowego pH. Gradienty pH
moga by¢ w kombinacji z gradientem sily jonowej.

Ciagly gradient sily jonowej jest latwy do wy-
tworzenia i — w praktyce —— bardzo powtarzalny.
Dwa bufory o réinej sile jonowej sa mieszane razem
i jesli ulamki objetoSciowe obu roztwordéw rosng
liniowo (oba naczynia mieszalnika gradientu =g wal-
cami o tyech samych wymiarach), sila jonowa pow-
stalego roztworn zmienia sie tez w ten sam sposéb.

Tab. 1.. Kierunek zmiany gradientu w elucji sklad-
nikéw ze zloza kolumny chromatograficznej
Jonowymie- Kierunek zmiany Kiertg;ekt zm;?ny
niacz gradientu pH i eq DR
jonowej
Anionit malejgcy wzrastajacy
Kationit wzrastajgcy wzrastajgcy

Gradient skokowy sily jonowej jest wytwarzany
przez kolejne uzycie tego samego buforu o wrasta-
jacej sile jonowe]. Kierunek zmiany gradientu, przy
elucjl skladnikow z kolumny wypelnione] jonitami
roznego rodzaju, ujmuje tab. 1. Elucja w gradiencie
skokowym jest prostsza, lecz posiada pewne ujemne
nastepstwa. Eluowane substancje, w warunkach
ostrych zmian pH lub sily jonowej, maijg tendencje
do elucji razem i dlatego piki posiadaja ostre fronty,
a wydluzone ogony, poniewaz zawieraja wiecej niz
jeden skladnik. Ogonowanie moze prowadzié do poja-
wiania sie falszywych pikéw, je§li zmiana buforu
jest dokonana za wecze$nie. Liniowe gradienty pozwa-
laja na uzyskiwanie w elucji symetrycznych pikéw
nalezgcych do poszczegdlnych skladnikéw i daja lep-
sze rozdzialy. Roéznice miedzy ciaglym i skokowym
gradientem przedstawiono na ryc. 1 (2).

Calkowita objeto$¢ eluenta w gradiencie powinna
by¢ ok. 5X wigksza niz objetos¢ ztoza kolumny.
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Gradienty uzyskiwane z wiekszych objetosel moga
prowadzié do nadmiernych rozmyé poszezegdlnych
{rakeji i ich rozcienczen, podezas gdy gradienty otrzy-
mane 7 objetosei mniejszych mogg nie pozwolic na
dostateczny rozdzial Elucja gradientowa jest czesto
stosowana w chromatografii biopolimerow, gdyz za-
pobiega dyfuzji skladnikéw w zlozu jonowymienia-
eza i prowadzi do uzyskiwania ostrych stref (zate-
zania skladnikéw).

5.4. Mieszalniki gradientu

Dokladne i powtarzalne gradienty pH oraz sity
jonowej (stezenia) sg najlepiej wytwarzane przy po-
moey odpowiednich mieszalnikéw. Wylaczajac z omb-
wienia drogie choé uniwersalne mieszalniki o skom-
plikowanej budowie elektronicznej, gradienty pH
oraz sily jonowej mogag byé uzyskiwane w prostych
urzadzeniach, latwych do wykonania. Skladajg sig
onie z dwu komér jednakowej pojemmnoéci, polaczo-
nyeh zamykanym przewodem oraz mieszadla clek-
trycznego. W zaleinofci od ksztattu budowy tych ko-
mor — w przypadku sily jonowej — otrzymuje sie
gradient liniowy, badZ okreslony krzywa wypukla lub
wklesty (rye. 2). Obie komory sa w kazdym przypad-
ku wypelnione tym samym buforem do tego zamego
poziomu, lecz o roznej sile jonowej. Komora z rmie-
szalnikiem zawiera bufor wyjéciowy (o nizszym ste-
Zeniu) i jest podlaczona do lkolumny, zas druga ko-
mora buforem o stezeniu granicznym (o najwyzszej dla
warunkéw rozdrzialu sile jonowej). Jedli préba za-
wiera duza liczbe skladnikéw, bufor graniczny po-
winien mie¢ sile jonowa najnizsza z mozliwych, jaka
jeszeze moze spowodowad elucje z kolumny interesu-
iacego nas skladnika. Powstajg wiedy warunki naj-
korzystniejszego oddzielenia tego skladnika od in-
nych — stanowiacych zanieczyszezenia. Jesli proba
zawiera tylko pare skladnikow, a rozdzial ich jest
dobry, bufor graniczny moze posiadaé¢ WyZsz1 site jo-
nowa. tak, aby umozliwi¢ usuniecie najmocniej zwia-
zanych z jonitem substancji i ulatwié regeneracje
kolumny. Bardziej sztywne Jjonowymieniacze —
DEAE-Sephacel, jonowymieniacze sefarozowe oraz
oparte na sefadeksie G-25 — mogg by¢ powtornie
réwnowazone w kolumnie bez jej rozpakowywania,
Jonowymieniacze oparte na sefadeksie G-50 musza
byé¢ przepakowywane do regeneracji, gdyz zmiana
aradienty wywaluje kurczenie lub pecznienie ich zia-
ren.

Chociaz zaden z podanych typéw mieszalnikow gra-
dientu nie pozwala na uzyskanie liniowego gradientu
pH, kazdy z nich moze zostaé uzyty do otrzymania
powtarzalnego, ciaglego gradientu pH, z dwu roztwo-
row o roznym pH i podobnej sile jonowej. Szczegdl-
nie korzystne jest stosowanie gradieniu pH przy roz-
dzialach z jonowymieniaczami sefadeksowymi. Takie
zwilzanie silnych jonitéw (QAE i SP) jest niezaleine
od pH w granicach 2—12 i umozliwia przeprowadze-
nie na kolumnie zaréwno procesu elucji w gradien-
cie pH, jak i regeneracii. Typowy gradient zwiazany
z uzyeiem anionowych jnnowymieniaczy (maleiacy)
uzyskuie sie z 0,1 M roztworu fris o pH 10,5 i buforu
tris- HCl pH 7,5. Gradient wzrastajacego pH (dla ka-
tionitow) ofrzymuje sie z 0,1 M roztworu NaH,PO,
(pH 4,5) i Na,HPO, (pH 8,9).

5.5. Wyb6r ksztaltu krzywej gradientu

Najczedciej zalecanym do rozdzialu gradientem jest
gradient liniowy. Jeéli, w pewnych warunkach, wy-
magany jest lepszy rozdzial skladnikéw, mozna doko-
nywaé zmiany ksztallu krzywej gradientu. Gradient
okreslony krzywa wypukla moze byé uzyty do dosko-
nalenia rozdzialu w ostatniej fazie gradientu lub przy-
spieszenia rozdziatu, kiedy pierwsze frakcje dobrze sie
rozdzielaja, a pare ostainich rozdziela sie w sposdb
wystarczajacy. Gradient okre§lony krzywg wklesig
moze byt zastosowany do poprawy rozdzialu w pierw-
szej czesci gradientu lub do skrocenia czasu procesu,
kiedy piki zwigzkéw w ostatniej fazie gradientu sa
wiecej niz dostatecznie rozdzielone.

5.6. Szybko$é przeptywu fazy ruchomej
Szybkosé przepltywu fazy ruchomej jest jednym z
czynnikéw wplywajgeych na warunki ustalania sie

rownowagi chemicznej i w praktyce decyduje o wy-
nikach rozdzialu izolowanych skladnikéw. Szyblkoéé
przeptywu fazy ruchomej przez kolumne moze by¢
abjetoscl

okreslana ulamkiem eluatu na jednostke
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Rye. 1. Chromatografia bialek surowicy na kolumnie

z DEAE-Sephacel przy zastosowaniu elucji w buforze

tris-HC1 pH 6,5 i gradientu: a) liniowego, h) skokowego
sily jonowej NaCl. Wymiary kolumny 13X10 em

Objadnienia: 1 i 2 — IgG; 3 — fransferyna; 4 — albumina;
5 — haptoglobiny; 6 — antytrombina III, alfaj-antytrypsyna.
beta;-globulina, sktadnik C-3; 7 — ceruloplazmina, Linlg
przerywang zaznaczono zmiang gradienfu sily jonowej w wy-
cieku kolumny. C — stezenie skladnikow; V — objetosé elu-
atu; J — sila jonowa.

£ \\TL l,'" £,
=h0
Ryc. 2. Typy mieszalnikéw i rodzaje uzyskiwanych

gradientow sity jonowe]

Objasnienia: C — stezenie czynnika tworzacego gradient sily
jonowej (Ci>Cy); V — objgtosé eluatu.
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czasu (ml/godz.) lub jako przeplyw liniowy. Przeplyw
liniowy wyrazany w cm/godz. jest réwny przeplywo-
wi mierzonemu w mlfem? powierzchni przekroju ko-
lumny i czasie 1 godziny. Przeplyw liniowy =zalezy
od rozmiaru ziaren zloza jonowymieniacza i ich poro-
watosci, wysoko$ci i $rednicy tego zloza, ci$nienia cie-
czy nad jonitem, lepko$ci fazy ruchomej, a’ w mniej-
szym stopniu — innych jeszcze czynnikéw (tempera-
tura i pH ukladu, rodzaj zastosowanego gradientu,
sposdb upakowywania kolumny). O ile latwo jest prze-
widzie¢ wplyw wielkosci ziaren jonitu, rozmiaroéw zlo-
za 1 lepko$ci fazy ruchomej na kierunek zmiany
szybkosci jej przeptywu, o tyle w przypadku wzrostu
ciénienia cieczy nad jonitem ocena przeptywu jest
bardziej skomplikowana. Poczatkowo — wraz ze
wzrostem cisnienia — wzrasta szybko$é przeptywu —
praktycznie proporcjonalnie. Przy dalszym wzroscie
ci$nienia cieczy na poczgtku kolumny nie osigga sie
zaleznodci liniowej miedzy jego wartodcig a wielkos-
cig przeptywu. Stosujac jonity oparte na bardziej
miekkich no$nikach (Sephadex A-50 i C-50) — nawet
juz przy stosunkowo niewielkich cisnieniach wyste-
puje zjawisko splaszczania ziaren i po osiggnieciu
maksimum przeplywu, obserwuje sie ciggly jego spa-
dek wraz z dalszym wzrostem ci$nienia buforu elu-
ujgcego nad zlozem kolumny., Z tych tez wzgledow,
przy stosowaniu jonitéw sefadeksowych o wiekszych
wymiarach poréw (wiekszym stopniu uwodnienia), cis-
nienie buforu nad kolumng nie powinno przekraczaé
2 cm slupa H:O na cm wysoko$ei zloza jonitu. Dla
DEAE-Sephacelu maksymalne ci$nienie moze siegaé
15 em na cm wysokosci zloza, za$ przy stosowaniu
jonitéw sefarozowych, jeszeze wyzszych wartosci. Tak
jak i w innych typach chromatografii, optymalny roz-
dzial uzyskuje sie jednak przy nizszych niz maksy-
malne szybko$ciach przeplywu fazy ruchomej, a wiec
przy stosowaniu niZzszych niz maksymalne ci$nieniach
buforu nad ztozem kolumny (1).

5.7. Zbieranie i rejestracja frakcji

Wyptywajacy z kolumny eluat zbiera sie do pro-
béwek z wykorzystaniem automatycznego kolektora
frakeji. Poszczegblne skladniki rozdzielanych miesza-
nin rejestruje sie albo w trakcie elucji, gdy rozpo-
rzadza sie fotometrem z kuwetg przeptywowsg i moz-
liwoscia rejestracji w 280 nm (bialka i peptydy) i
254 nm (kwasy nukleinowe), badZ po dokonanym
rozdziale. W tym ostatnim przypadku analizuje sie
plyn w kazdej probéwce, w podanych wartosciach
dlugoéci fali, przy pomocy spektrofotometru UV.
Spektrofotometryczna analiza innych, niz wymienio-
no, biopolimeréw (lipidy, cukrowce), musi by¢ po-

przedzona wykonaniem reakcji skladnika w roztwo-
rze kaidej probéwki ze swoistym odezynnikiem, pro-
wadzacej do powstania kompleksu barwnego. Z uzys-
kanych wartodel sporzadza sie wykres zaleznodgei stg-
Zenia skladnilka od objetosci eluatu. Plyny probéwek
ckreslone jedna symetryeznag krzywa (pikiem), zawie-
rajgce jeden skladnik, zlewa sie razem i wykorzy-
stuje do dalszych badan.

5.8. Wymiana jonowa jednostopniowa

Nie ma zasadniczych réznic w procedurze rozdzia-
lu skiadnikoéw miedzy chromatografia kolumnowsg =z
zastosowaniem elucji skokowej, a postepowaniem w
statycznym procesie wymiany jonowej. Tak samo jak
w rozdziale dynamicznym albo interesujaca nas sub-
:ftancja, albo zanieczyszczenia, mogq by¢ wigzane przez
jonowymieniacz. Chociaz statyczna wymiana jonows
jest mniej wydajna niz technika kolumnowa, posiada
jednak pewne cechy przewagi, szezegolnie w przebie-
gu procesu na duzg skale. Statyczna wymiana jono-
wa jest technikg wymagajgea malo ezasu, charakte-
ryzujacg sie poza tym nieskomplikowanym przebie-
giem i brakiem frudnoéci, na jakie napotyka proces
leolumnowy podezas speczniania lub kurczenia sie nie-
ktérych typow jonowymieniaczy. Kurczenie moze na-
wet byé¢ tu korzystne w szeregu zastosowan.

Statyczna wymiana jonowa jest prowadzona przez
zmieszanie jonowymieniacza — zréwnowazonego po-
przednio w odpowiednim buforze — 2z roztworem
skladnikéw préby i doprowadzenie ukladu do stanu
réwnowagi. Proces ten zabiera zwykle okolo 1 go-
dziny. Piyn znad osadu jonowymieniacza jest nastep-
nie filitrowany, a jonit przemywany buforem wyjscio-
wym. W przypadku niekompletnej adsorpecji sklad-
nika, procedura ta powinna byé powtérzona (lub pow-
tarzana) przez zmieszanie filtratu z nowg porcjg jo-
nowymieniacza. Zaadsorbowana substancja moze byé
nastepnie desorbowana z jonitu, po rozprowadzeniu
go w roztworze o wyzszej sile jonowej lub zmienio-
nym pH.
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PEARSONS J. M., DELLA-PORTA A. J, SNOW-
DON W. A.: Zakaienie owiec ciezarnych wirusem
Akabane, II. Patologia plodow. (Akabane virus in-
fection in the pregnant ewe. IL. Pathology of the
foetus). Vet. Microbiol. 6, 209—224, 1981 (3).

W badaniach stosowano szczep nr 16 wirusa Aka-
bane izolowany 2z Culicoides brevitarsis poddany
trzem réznym seriom pasazy, Owce zakazano mie-
dzy 32 a 36 dniem ciazy, zas plody do badan pobie-
rano 69 i 106 dnia Zzycia. Od 39 owiec uzyskano 55
ptodéw, z ktérych 44 tj. 80% wykazywalo zaburze-
nia rozwojowe. Na czolo zaburzen wysuwala sie
agenezja moézgu lub wodoglowie, ktore stwierdzono
u 43 plodéw. Ponadto wystepowal brachygnatyzm,
skolioza, niedorozw6j plue, rdzenia kregowego, za-
nik i zwyrodnienie mieé$ni szkieletowych, osrodko-
wego ukladu nerwowego, ogniska rozmiekania,
obrzek i nacieki wok6l naczyh mézgowych oraz
ogniska mineralizacji w mézgu, Zmiany o podob-
nym charakterze wystepowaly réwniez w moscie.
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DELLA-PORTA A. J., Mc PHEE D. A.,, WARK M. C,,
ST. GEORGE T. D., CYBINSKI D. H.: Badania sero-
logiczne dwoéch dodatkowych szczepow wirusa choro-
by niebieskiego jezyka CSIRO 154 i CSIRO 156.
(Serological studies of two additional australian
blue-tongue virus isolates CSIRO 154 and CSIRO
156). Vet. Microbiol. 6, 233—253, 1981 (3).

Badania serologiczne surowic kréw w Pélnocne]
Australii wykazaly obecnosé przeciwcial swoistych
dla typu 20 wirusa choroby niebieskiego jezyka
(BTV). Przeciwciala byly aktywne w odczynie pre-
cypitacji dyfuzyjnej w Zelu agarowym i w odczynie
wigzania dopelniacza. Natomiast nie mozna ich bylo
wykryé w odczynie seroneutralizacji. W 1979 r. pod-
jeto préoby izolacji tego typu wirusa, ktéry uprze-
dnio nie wystepowal na terenie Australii. Wyoso-
bnione od kréw zdrowych szczepy CSIRO 154 i
CSIRO 156 nie ré6znily sie od BVT20 w odczynie
immunodyfuzji i immunofluorescencji. Dalsze bada-
nia w odczynie seroneutralizacji, tescie hamowania

i redukcji tysinek wykazaly identycznoé szczepu
CSTRO 154 z BVT1 i duze podobieAstwo szczepu
CSIRO 156 z wirusem BVTS.
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