MODSZERISMERTETO

Valogatott példak a HPLC biotechnoldgiai
alkalmazasarol-

A biotechnoldgia lehet6vé teszi élelmiszerek, élelmiszeradalékok,
kozmetikumok, mez6gazdasdgi termékek, gydgyszerek, valamint a
diagnosztikumok és enzimek gazdasdgos elddllitdsdat. A hagyomadnyos
fermentacios technikdk mellett a géntechnoldgia szdmos moddszere keriil
el6térbe hatéanyagok €s mds anyagok egész sordnak elddllitdsara. Az

optimdlis termelés elG6feltétele a hatékony ellen6rzés. Erre mutatunk be

példédkat.
A szénhidratok elvalasztasa e
Jelent8s szerepet toltenek be a szénhidratok, S
mint szénforrdsok. A fermentdcié helyzetérdl
1d6fiiggs ellendrzések adnak tdjékoztatast.
Ebben az Osszetett rendszerben a szénhidratok R
az anioncseréld (CarboPac PA1l) oszlopon lugos %
eluens (100 mM NaOH, 1 ml/perc) 4ltal kiilo-
nithet6k el. Annak érdekében, hogy jelentds l 2
elvalasztast és érzékenységet érjenek el pulzdlo ;_,J £
amperometrids érzékel6t (PAD-Gold) alkalmaz- -
e
nak. Ilyen esetben a szénhidrdtok az arany- 0 5 10 15 20
elektrodon oxidalédnak, az elektrdédafeliiletet Szénhidratok fermen-
potencidlszekvencia létrehozasdval tisztitjak. tdciés kozegben
st _ Biotechnoldgiai termékként - gydgyszerek
£ %2 és élelmiszerek adalékanyagaként fontos -
é 3 £ az o, B és a y-ciklodextrin.
— v =
‘g T % oszlop: Carbo-Pac™ |
=1 3 é eluens A: 100 mM NaOH
] eluens B: 100 mM NaOH+
= 500 mM NaOAc
gradiens: 10-80% B 20 perc alatt
aranlasi sebesség: 1,0 ml/perc
\‘ érzékeld: PAD (Gold)
’|I UL Ezek a ciklodextrinek képzd6dnek az elfo-
. : ! . , ly6sitott  burgonyakeményitébsl  gliiko-
o 4 s pe:g * | amilaz és ciklodextrin-gliikozil-transzferdz
Ciklodextrinek hatasara.

*A Dionex GmbH dokumentdciéi alapjdn készitett Osszedllitds, amely a
Lebensmittel- und Biotechnologie c. folydirat 9 (1992) 2. szdma 68-71
oldalain jelent meg.
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A kovetkez6 példa egy
glik6éz polimer, a dextran,
és a kiilonféle glikoz
[w]
oligomerek elvdlasztésa. a
Tejsavas baktériumok, mint Q
. o 8 2 o
a Leuconostoc mesenteroides, o a . °
s _ TP =
transzforméljdk a szacha- 1 HUl
réztartalmu tapoldatot U
transzgliikozidaz altal | £ - o - o
glikézgyidrtivé és szabad pere
frukt6zza. Dextran elvédlasztasa
N A glikéz és a glikonsav szimultdn elvdlasztdsa
2 ugyancsak jol végrehajthatd anioncserélén pulzalo
’—; amperometrids érzékelGvel. A fermentdcid ellenOr-

glukonsav

‘JJK

—rr
0 3 6

Minuten
A gliik6z és a
gliikkonsav
elvalasztasa

amelyek Carbo Pac PA 1 anioncserélén pulzdld

amperometridval kimutathatok. A kitin S

szubsztratként valé alkalmazasa célszerlen -E

kitinképz8 baktériumok (pl. Streptomyces griseus) s

szelektiv feldasulasahoz és a kitintermelés

novekedéséhez vezet. —N‘-—Jk

—

oszlop: HPIC AS6 0 3 6
eluens: 50 mM NaOH . pere
aramlds: 1 ml/perc KlFObIQZ/ s
érzékelés: PAD (Gold) kitotri6z

zése jelentls, tekintettel a  glikdz-szubsztrat
meghatdrozasara gliilkonsav oxidéacids termék mellett.

oszlop: HPIC-AS6 Természetesen ez a

eluens: 100 mM NaOH+ modszer a glikon-

100 mM NaOAc sav termékellendr-

dramlds: 1 ml/perc zése szempontjabol
1s fontos.

érzékelés: pulzdlé amperometria

Sok viz- és talajbaktérium kitint
tud képezni. A kitin mikrobiédlis
megtidmaddsa extracelluldris
szekrécidos enzimekkel lehetsé-
ges, mint amilyen a kitindaz és a
kitobidz. A kitindz 4ltal végzett
lebontdskor  kevés N-acetil-
-gliik6zamin képzddik és
tilnyomorészt kitobidz és -tridz,

kitobioz

elvalasztas
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Aminosavak elvalasztasa él;e

A fermentdciés levekben az | mwo| jyn/

aminosavak elemzésére az . &3

Amino Pac Li-1 specidlis | .. | 3 s‘-;_ 5 s

oszlopot fejlesztették Ki. g 21N . Af A
pot 1e] AL by b * A —

Fehérjékelvélasztésa wmllllllllllll!lllllllIIIIIII
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A fermentdcié termékeként perc

képz3dé enzimek elvdlaszta- Aminosavak a fermentédcidés 1ében €s

sa ¢és feldolgozasa igen sejtkultirdban

jelentds feladat. Ehhez kiilonféle kromatografias eljardsok 4allnak

rendelkezésre. Kiprobalt modszert nyudjt az anioncserélé-kromatografia. A
Dionex ehhez fejlesztette ki a teljesit6képes ProPac PA 1 elvdlaszté
oszlopot. Jellemzdek a MicroBeads (0,2 p), amelyek polisztirol / divinil-
-benzolhoz kotott (10 p) polimergyantdk. Ilymdédon a szokdsos
oszlopokkal szemben Iényegesen mnagyobb felbontds és rovidebb
analizisidé érhet6é el. A polimergyantdk alkalmazdsa révén 0 és 14 pH
kozotti stabilitds érhetd el.

A kovetkezd példak a jelentds teljesitoké-
pességre vildgitanak ra:
oszlop: Pro Pac PA 1 (4x250 mm)
eluens A: 10 mM Tris.HCI, pH 7,9
eluens B: A+1M NaCl
dramlés: 1 ml/perc
gradiens: 0-100% B 40 perc alatt
érzékelés: 280 nm
JlJ_J L minta: 50 pg
_.——//\"\
—] — 23 mL IgG éé
o perc 50 E
B-laktoglobulin A+B =
Természetesen az oszlop oligo- transzferinek
nukleotidek ill. nukleinsavak —
elvélasztisara is kivalo. -
0 perc 20
IgG ascites folyadékbol
oszlop: Pro Pac PA 1 (4x250 mm)
eluens A: 20 mM Tris.HCI, pH 8.0
eluens B: eluens A+ 1 M NaCl
aramlas: 1,5 ml/perc
" gradiens: 1-80% B 22 perc alatt
érzékelés: 235 nm
eluens A:  20mM Tris.HCI, pH 7,7
eluens B:  A+1.0 M NaCl
. dramlds: 1,2 ml/perc
o perc 40| gradiens: 56-64% B 40 percig
DNA toredékei érzékelés: 254 nm
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4. Antibiotikumok

A HPLC Wahl-féle moddszere termékanalizisre és
termékizolaldsra is alkalmas. A legfontosabb
modszer ennél az alkalmazédsndl az ionkromatografia.
Igy példdul a penicillin szimultdn elvilaszthaté elsd
l1épésben a tdptalaj szervetlen Osszetevditél a
speciélis IonPac AS4A latex-anioncserélén
vezetOképességi detektorral érzékelve.

] oszlop:  lonPac AS4, AgdA
eluens: 2,4 mM NapCO3+
aramlds: 1 ml/perc

érzékels: vezetSképesség, 10 uS FS
fékez6: AMMS, 20 mM H»SOy

Szervetlen anionok és kationok

Természetesen a fermentaciéo ellenér-

t 95 ppm

foszfat 362 ppm
a

i " oszlop: IonPac AS4A
perc” | érzékelés: fékezett vezetSképesség

-

b VI
% szulf

penicillin V

fenoxi-acetat

0 5 10
Minutes

A penicillin V

elvalasztasa

Szervetlen eluens: 2,2 mM NapC03+0,75 mM NaHCO3

anionok
meghatdrozdsa | Szerves savak

z€sére tekintettel a szervetlen Osszetevdk is jelentds szerepet
jatszanak. Az IonPac AS4A elvdlaszté oszlop a J, Cl, Br,
NO3,NOp ", POy, és a SO4 analizisére kivdldan alkalmas.

Szamos szerves sav keletkezik a fermentaci6 alatt. Ezek vizsgalata, akar
bomlasi termékekrdl, vagy izoldlando végtermékekrdl van sz6 1ényeges. A
feladat jol megoldhaté anioncserélé IonPac ASS5A-n, vagy ionkizdrdsos
mechanizmussal IonPac ICE AS1 vagy ASS5 oszlopon kromatografalva.

Mindkét eljarasnal a vezetGképesség alapjan detektdlnak.

23 1. F; 2. a-hidroxi-butirat; 3. acetat;

25. SeO4%;
27. fumarat; 28. ftalat; 29. oxal-
-acetdt; 30. PO4>; 31. AsO4”;

4. glikolat; 5. butirdt; 6. gliikkonat;
7. o-hidroxi-valerat; 8. formiat
(5 ppm); 9. valerat; 10. piruvat;
11. monoklor-acetat; 12. BrO3™; 13.
CI" (3 ppm); 14. galakturonat; 15.
NO»>™ (5 ppm); 16. gliikorondt; 17.
diklor-acetat; 18. trifluor-acetat; 19.
HPO3”>; 20. SeO3”; 21. Br; 22.
NOj3™; 23.

SO4'; 24. oxalat;
26. o-ketoglutarat;

| - e . ez
! 5 % A 2 2 30| 32. CrO4%"; 33. citrdt; 34. izocitrt;
_pere 35. cisz-akonitat; 36. transz-
Szerves savak elvdlasztdsa gradienselucidval -akonitét;
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