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Chromologro{io ionowymi'enno biopolimerów z wykorzysloniem

ionowymienioczy oporłych no nośnikoch z usieciowonych

polisochorydów. Cz. l|. Techniko procesu chromologro{icznego
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-W pierwszej części artykułu (5) omówiono che-
rriczną budowę i właściwości jonowymieniaczy opar-
tych na nośnikach z usieciowanych wielocukrów. Opi-
sano również zasady doboru buforu, wyboru jonowy-
rnieniacza oraz jego przygotowanie do przeprowadze-
nia procesu chromatograficznego polimerycznych
sL:ładników obiektów biologicznych. Niniejsza część
pracy poświęcona Jest technice kolumnowej oraz jed-
nostopniowej wymianie jonowej tego procesu.

1. Wybór kolumny
Kolumna chromatograficzna powinna byó wykonana

z materiału zapobiegającego destrukcji labilnych bio-
polimerów. Najlepiej do tego celu nadaje się szkło.
Przepona, na której opiera się złoże jonowymieniacza,
musi być możliwie cienka i tak porowata, aby wy-
k]uczała możIiwość zatykania się jej materiałem bio-
1ogicznym. Jeżeli nad przeponą nanosimy warstwę
piasku, należy się starać, by była ona możliwie naj-
11lęższ& i w ten sposób nie wpływała na wzrost dy-
fuzji tozdzielanych frakcji. To samo d,otyczy martwej
objętości kolumny pod przeponą otaz objętości węży-
ków odprowadzających eluat z kolumny, które muszą
być ograniczone do niezbędnego minimum. Należy
stworzyć takie wyjściowe warunki rozdziału chro*
niatograficznego, żeby składniki próby adsorbowały
się w 1-2 cm, górnej warstwie jonitu. W takich
przypadkach, 20 cm wysokość złoża kolumny wy-
starcza do przeprowadzenia większości rozdzialów.
Dłuższe kolumn5, wymagane są przy rozdziałach, przy
których mamy do czynienia z batdzo złożonymi mie-
szaninami. Jeżeli wysokość złoża jonitu jest ściśle
określona, średnica kolumny może być wyliczona z
ilości jonowymieniacza wymaganej do jej upakowa-
nia. Średnica ta jest za7eżna od żądanej pojemności
użyteczności złoża jonowymieniacza (wielkość nano-
szonej próby). Chromatografia jonowymienna biopo-
limerów wymaga stosunkowo niewielkich kolumn.
Większość r ozdziałów złożonych mieszanin przeprowa -
rlza się na kolumnach o wymiarach od 1,6X20 cm
r1o 10X45 cm.

2. Upakowywanie kolumny
Jak w innych technikach chromatograficznych, etap

upakowywania kolumny jest istotnym etapem wpły-
wającym na tozdział izolowanych polimerów, ZIe
ul>akowane kolumny dają nierównomierny przepływ
lrl poszczególnych obszarach jej złoża, Powoduje to
w konsekwencji skrzywianie się i rozszerzanie stref
izolowanych związków, co znacznie pogarsza ich roz-
dziatr. Pakowanie kolumn z jonowymieniaczami jest
zwykle łatwiejsze, niż pakowanie żelu w chromato-
grafii sitowej. Wymagana bowiem w drugim przy-
padku wysokośó złoża jest zwykle znacznie większa.
Obok znanych powszechnie prawideł postępowania
ptzy upakowywaniu kolumn chromatograficznych,
warto wziąć pod uwagę poniższe wskazówki. Spęcz-
niały jonowymieniacz powinien być tak zmieszany z
buforem, aby dawał się łatwo przelewać, a nie two-
rzył gęstej rnasy zatrzymującej pęcherzyki powietrza,
Zvłykle taka zawiesina zawiera ok. 75ło spęczniałego
żelu. W przypadku, gdy jonowymieniacz (Sephadex)
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spęczniano w temperaturze pokojowej, zawiesinę na-
leży odpowietrzyć. Jonit pa}_ować w temperaturze
pracy kolumny. Jego zawiesinę wlewać przy pomocy
szklanej bagietki lub w inny sposób zapobiegający
wytwarzaniu się pęcherzyków powietrza, Kolumnę
można napełniać do ustalonej wysokości złoża dulo-
ma sposobami. Przy stosowaniu pierwszego z nich
staramy się cały jonit nanieść jednorazowo. IJczynić
to można przy pomocy dodatkowego zbiornika, któ-
rego wylot podłączony jest do górnej części kolumny.
Ilość jonitu dobieramy doświadczalnie, Według dru-
giego sposobu kolumnę napełniamy do wymaganej
wysokości etapami, tak, aby po dodaniu każdej porcji
jonitu i spuszczenill nadmiaru buforu, następną porc-
ję wlewać do kolumny z użyciem mieszadła, szvbko
obracającego się w pozostałej części płynu i górnej
warstwie naniesionego poprzednio żelu. W celu usta-

kolumnowe buforu dla zrównoważenia i stabilizacji
złoża jonitu. Do sprawdzenia równomierności upako-
wania kolumny nie stosować żadnych substancji
barwnych, z uwagi na to, źe niemal wszystkie barw-

ć wiązane przez
edniego adaptora
hnię złoża, na
0,5 cm warstwę

spęcznionego w ten sam sposób Sephadexu G-25.
Iiolu-.rę ustawić z dala od źródeł ciepła, bezpośred-
niego działania promieni słonecznych oraz miejsc na-
rażonych na przeciągi.

3. Przygotowanie próby

Wielkość próby, jaką mamy nanieść na kolumnę,

ch z:wiąz-
procesu.

zem moż-
h roztwo-
frakcje z
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etapu chromatografii sitowej. Jonowymieniacz pozwa-
la wtedy na zagęszczenie frakcjonowanego składnika.
Jeśli substancje zanieczyszczające mają być zaadsor-
bowane na kolumnie, a interesujący nas związek
powinien ptzez nią przechodzić, objętość próby jest
także mniej ważna r'iż ilość występujących w niej
składników wiązanych do jonitu.

4. Wprowadzanie próby do kolumny
Są trzy sposoby wprowadzanie próby do złoża joni-

tu kolumny.
a) Wprowadzenie próby do żelu z usuniętym bufo-

rem. Metoda ta nie wymaga dodatkowego \Myposa-
żenia, ).ecz jest stosunkowo trudna w należytym
,"vykonaniu. przeprowadza się ją w następujący spo-
sób: pozostawia się odpływ kolumny otwarty dla
spłynięcia brrforu, do momentu osuszenia jego górnej
powierzchni. Następnie - przy pomocy strzykawki -nanosi się próbę na powierzchnię żelu i pozostawia
do spłynięcia do wewnątrz złoża. Kiedy cała próba
rvtliknie do jonitu, górną część kolumny przemywa
się pewną ilością buforu wyjściowego i kolumnę pod-
łącza do elucji. Sposób ten doprowadza często do
zniszczenia powierzchni jonitu. Dlatego dużą pomooą
na tej drodze dozowania stanowią, umieszczone na
lvierzchu złoża, adpowiednie tygielki z porowatym
dnem.

b) Wprowadzanie próby pod warst."vę buforu. Przy
tym sposobie wprowadzania próby pozostawia się
nadmiar buforu nad złożern jonitu" Próbę wprowa-
dza się - ptzy pomocy strzykawki lub pompy pery-
slaltycznej - ptzez kapilarny wężyk, którego wylot
urrieszcza się pod buforem tuż nad powierzchnią
żelu. Przed dokonaniem takiego dozowania należy
mieć na uwadze, aby nanoszona próbka miała gęstość
nieco większą niż bufor nad jonowymieniaczem. W
tvm celu, do jej roztworu w buforze wyjściowym,
dodaje się małą ilość niejorrowej substancji, np. glu-
kozy, Kolumnę łatwo łączy się nastęonie do zbiolnika
z buforem i przeprowadza ploces rozdziału.

c) Wprowadzenie próby przez adaptor. Jeżeli ko-
lumna wyposażona jest w adaptor z porowatą prze-
grodą dociśniętą do złoża żelu, próbę wprowadza się
bezpośrednio przy pomocy pipety, strzykavlki, do-
datkowyclr dozowników prób lub zlewek z użyctem
pompy pervstaltycznej, względnie podciśnieniowe za-
ssanie próby. Kolumnę przemylł/a się jedną ob jęto-
ścią kolumnową buf oru wyjściowego i rozpocz5,ną
proces elucji intelesującej nas substancji.

5. Elucja
Jeśli warunki procesu są tak dobrane, że sub-

stancje stanowiące zanieczyszczenia interesującego
nas składnika są adsorbowane na kolumnie, wtedy
nie dokonuje się żadnych zmian w warunkach elucji,
ponieważ izolowana przez llas substancja przechodzi
bez przeszkód przez kolumnę. Natomiast, kiedy pro-
ces umożliwia wiązanie badanego związku przez jonit
kolumny, elucja tego związku musi być dokonana
pt,zez zmiany albo pH buforu, siły jonowej iub obu
tych cech jednocześnie. Warunki procesu w wielu
przypadkach mogą być tak określone, że składniki
próby są rozdzielane przez elucję bufol.em r,vyjścio-
wym. Sposób taki nazywany jest elucją izoliratyczną,
Ten rodzaj wypierania związku ze złoża jonowymie-

5.1. Zmiar-ra pI-I

Jak wspomniano wypadkowy ładutrek cząsteczki
białkowej zależy od pH bufol,u, w którym się ona
znajduje. Dlatego zmiany pI{, wobec punktu izoelek-
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trycznego substancji białkowej, przyczyniają się do
strat tego ładunku, a rł,ięc są porvodem odrywania
cząsteczek od jonowymieniacza (desorpcji) i ich elu-
cji ze złoża kolumny.

5,2. Zmrana siły jonowej

W warunkach niskich rvartości siły jonowej buforu
i stosunkowo dużego stężenia izolowanego biopoli-
meru, współzawodnictwo obu rodzajów cząsteczek w
stosunku do naładowanych grup jonowymieniacza za-
chodzi ,w minimalnym zakresie, a substancja jest sil-
nie wiązana. Podczas wzrostu siły jonowej układu,
wzrasta współzawodnictwo cząsteczek buforu o na-
ładowane grupy jonitu, co w efekcie prowadzi do
elucji tych ostatnich cząsteczek z kclumny, Podkreś-
1ić należy, że istotnym momentem przed zastosowa-
niem gradientu siły jonowej, jest przemycie kolumny
wyjściowym buforem.

5.3. Wybór rodzaju gradientu
Składniki próby wykazują zwykle różne powino-

wactwo do jonov,,ymieniacza i dlatego zmiany \ł/ pH
oraz sile jonowej eluenta mogą wywoływać ich elucję
rł- różnym czasie, a z kolei ich rodział - 

jednego
od drugiego. Elucję składników rnożna przeprowa-
dzić przy użyciu albo ciągłego, albo skokowego gra-
dientu. Ciągły gradient pH jest trudny do wytwo-
rzenia w stałej wartości siły jonovlej. Gradient taki
liie może być uzyskany przez zmieszanie buforów
a różnym pH w liniowyclr warunkach objętościo-
wych, porlieważ pojemnośó buforowa uzyskiwanych
układów jest zależrra od wartości pH. W dodatku
bufor, który ustala buforowanie reaguje z jonowy-
mieniaczem. Gradient skokowy jest łatwiejszy do u-
zyskania i jest bardziej powtarzainy rriż gradient
lit,liowy. Za każdym Tazem, kiedy bufor zrównoważa
jonowymieniacz, proces ten zachodzi rv krótkim okre-
sie przed osiągnięciem nowego pH, Gradienty pH
nlogą być rv kombinacji z gradientem siły jonowej.

Ciągły gra,dient siły jonowej jest łatwy do wy-
trvorzetria i - w praktyce - bardzo powtarzalnv.
Dwa bufory o różnej sile jorrowej są mieszane razem
i jeśli losnąliniowo wal-
cami ostałego 

"ŁlT;
Tab. 1. Kierunek zmiany gr,adientu w elucji skła,d-

lrrików ze zł,oża k,olumny chrornatograficznej

Kierunek zmiany
gradlientu siły

jonowej
Jonowymie-

niacz
Kierunek zrntany

gradientu pH

Anioniit

Kat,ionit

malejący

rvzrast,ający

wzrastający

wzrastający

Gradient skokowy siły jonowej jest wytwarzany
pl,zez kolejne użycie tego samego buforu o wrasta-

ostrych z siły jo ję
do elucji go piki y,
a wydłuż onieważ iż

den składnik. Ogonowanie może prowadzić do poja-
iania się fałszywych pików, jeśIi zmiana buforujest dokonana za wcześnie. Liniowe gradienty pozwa-

lają na uzyskiwanie w elucji symetrycznych pików
należących do poszczególnych składników i dają lep-
sze rozdziały. Różnice między ciągłym i skokowym
gradientem przedstawiono na ryc. 1 (2).

Całkowita objętośó eluenta w gradiencie powillna
być ok. 5 X większa niż objętość złoża l<olumny.
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zania składników).
5.4. Mieszalniki gradientu
Dokładne i powtarzalne gradienty pH oraz siły

efadeksie G-50 muszą
eneracji, cdyż zmiana
lub pęcznienie ich zia-

ren.

gradient związany
eniaczy (maleiący)
o plI 10,5 i buforu
jącego pH (dla ka-
roztrvoru NaHzPOł

(pH 4,5) i Na2HPO4 (pH 8,9).

5,5. Wybór kształtu krzywej gradientu
Najczęściej zale

gradient liniowy.
magany jest lepsz
nywaĆ zmiany ks
określony krzywą
nalenia rozdziału w ostatniej fazie gradientu lub przy-

szej części gradientu lub do skrócenia czasu procesu,
kiedy piki związków w ostatniej fazie gradientu są
więcej niż dostatecznie rozdzielone.

5.6. Szybkośó przepływu fazy ruchomej

a)

-' Qł

u'' ,
0,2

0,1

ął

ą3

ą2

aI

50 łOO l5O nl

e
e
o

objaśnienia: 1 i
5 - haptoglobiny;
betal-globulina, s
przerywallą zaznac
cieku kolumny. c
atu; J-siłajonowa,

Ryc. 2. Typy mieszalników i rodzaje uzyskiwanych
Eradientów siły jonowej

obiaśnienia: c tężenie czynnika tworzącego grad,ient siły
jonowej (cI)cr) i - objętość eluatu.
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czasu (mllgodz.) lub jako przepływ liniowy. Przepływ
liniOWy wyrażany ,67 grn/godz. jest równy przepływo-
wi mierzoneimu w mly'cmz pow,ierzchni przekroju ko-
1umny i cza,sie 1 godziny. Przepływ liniowy zależy
od rozmiaru ziaren złoża jonowymieniacza i ich poro-
watości, wysokości i średnicy tego złoża, ciśnienia cie-
czy nad jonitem, lepkości fazy ruchomej, a'w mniej-
szym stopniu _ innych jeszcze czynników (tempera-
tura i pH układu, rodzaj zastosowanego gradientu,
sposób upakowywania kolumny). O ile łatwo jest prze-
widzieć wpływ wielkości ziaren jonitu, rozmiarów zło-
ża i lepkości fazy ruchomej na kierunek zmiany
szybkości jej przepływu, o tyle w przypadku wzrostu
ciśnienia cieczy nad jonitem ocena przepływu jest
bardziej skomplikowana. Początkowo wTaz ze
Wzrostem ciśnienia - wzrasta szybkość przepływu -praktycznie proporcjonalnie. Przy dalszym wzroście
ciśnienia cieczy na początku kolumny nie osiąga się
zależności liniowej między jego wartością a wielkoś-
cią przepływu. Stosując jonity oparte na bardziej
miękkich nośnikach (Sephadex A-50 i C-50) - nawet
iuż przy stosunkowo niewielkich ciśnieniach wystę-
puje zjawisko spłaszczania ziaren i po osiągnięciu
ntaksimum przepływu, obserwuje się ciągły jego spa-
dek wraz z dalszym wzrostem ciśnienia buforu elu-
ującego nad złożem kolumny. Z lych też względów,
przy stosowaniu jonitów sefadeksowych o większych
wymiarach porów (większym stopniu uwodnienia), ciś-
nienie buforu nad kolumną nie powinno przekraczać
2 cm słupa HzO na cm wysokości złoża jonitu. Dla
DEAE-Sephacelu maksyrnalne ciśnienie może sięgać
15 cm na cm wysokości złoża, zaś pfzy stosowaniu
jonitów sefarozowych, jeszcze wyższych wartości. Tak
jak i w innych typach chromatografii, optymalny roz-
dział uzyskuje się jednak przy niższych niż maksy-
malne szybkościach przepływu fazy ruchomej, a więc
przy stosowaniu niższych niż maksymalne ciśnieniach
buforu nad złożem kolumny (1).

5.7. Zbieranie i rejestracja frakcji
Wypływający z kolumny eluat zbiera się do pro-

bówek z wykorzystaniem automatycznego kolektora
frakcji. Poszczególne składniki rozdzielanych miesza-
nin rejestruje się albo w trakcie elucji, gdy rozpo-
rządza się fotometrem z kuwetą przepływową i moż-
Iiwością rejestracji w 280 nm (białka i peptydy) i
254 nm (kwasy nukleinowe), bądź po dokonanym
tozdziale. W tym ostatnim przypadku analizuje się
płyn w każdej probówce, w podanych wartościach
długości fali, ptzy pomocy spektrofotometru UV.
Spektrofotometryczna ana7iza innych, niż wymienio-
no, biopolimerów (lipidy, cukrowce), musi być po-

PEARsoNs J. M., DELLA-PoETA A. J., sNow-
I}ON W. A.,. żakażenie owiec ciężarnych wirusem
Akabane. II. Patologia płodów. (Akabane virrrs in-
fection in the pregrrant ewe. II. Pathology of the
foetus). Vet. Microbiol. 6, 209-224, 1981 (3).

W badaniach stosowano szczep nr 16 wirusa Aka-
bane izolowany z Culicoides brevitarsis poddany
trzem różnym seriom pasaży. Owce zakażano mię-
dzy 32 a 36 dniem ciąży, zaś płody do badań pobie-
rano 69 i 106 dnia życia, Od 39 owiec uzyskano 55
płodów, z któtych 44 ti. B0% wykazywało zaburze-
nia rozwojowe. Na czoło zabutzeh rvysuwała się
agenezja mózgu lub wodogłowie, które stwierdzono
u 43 płodów. Ponadto występował brachygnatyzm,
skolioza, niedorozwój płuc, rdzenia kręgowego, za-
nik i zwyrodnienie mięśni szkieletowych, ośrodko-
wego układu nerwowego, ogniska rozmiękania,
obrzęk i nacieki wokół naczyh mózgowych oraz
ogniska mineralizacji w mózgu. Zmiany o podob-
nym charakterze występowały również w moście.
'l___-

G.
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przedzona wykonaniem reakcji składnika w roztwo-

5.8. Wymiana jonowa jednostopniowa

wet być tu sowań.Statyczna wadzona przez
zmieszanie j oważonego po-
przednio w z roztwor-em
składników próby i doprowadzenie układu do stanu
równowagi. Proces ten zabiera zwykle około 1 go-
dziny. Płyn znad osadu jonowymieniacza jest nastĆp-
nie filitrowany, a jonit przemywany buforem wyjścio-

adsorpcji skład-
órzona (lub pow-
nową porcją jo-
tancja może być
rozprowadzeniu

go w roztworze o wyższej sile jonowej lub zmienio-
nym pH.
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DELLA-PORTA A. J., Mc PHEE D. A., WARK M. C.,
ST. GEORGE T. D., CYBIŃSKI D. H.: Badania sero-
logiczne dwóch dodatkowych szczepów wirusa choro-
by niebieskiego języka CSIRO 154 i CSIRO 156.
(Serological studies of two aclilitional australian
blue-tongue virus isoIates CSIRO 154 anil C§IRO
156). Vet. Microbiol. 6, 233-253, 1981 (3).

Badania serologiczne surowic krów w Północnej
Australii wykazały obecność przeciwciał swoistych
dla typu 20 wirusa choroby niebieskiego języka
(BTV). Przeciwciała były aktywne w odczynie pre-
cypitacji dyfuzyjnej w żelu agarowym i w odczynie
wiązania dopełniacza. Natomiast nie można ich było
wykryć w odczynie seroneutralizacji. W 19?9 r. pod-
jęto próby izolacji tego typu wirusa, który uprze-
dnio nie występował na terenie Australii. Wyoso-
bnione od krów zdrowych szczepy CSIRO I54 i
CSIRO 156 nie różniły się od BVT20 w odczynie
immunodyfuzji i immunofluorescencji. Dalsze bada-
nia w odczynie seroneutralizac ji, teście hamowania
i redukcji łysinek wykazały identyczność szczepu
CSTRO l54 z BYTI i duże podobieństwo szczepu
CSIRO 156 z wirusem BVT6.

G.


