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Исследования микробиологических процессов с участием оптически чистых энантиомеров хиральных соединений вызывают повышенный интерес в связи с использованием таких систем для тестирования гомохиральных лекарственных соединений и разработкой биотехнологических платформ для энантиоселективного биосинтеза. Скриннинговые испытания направлены на выявление наиболее перспективных микроорганизмов для дальнейшего подробного изучения и на предварительную оценку влияния различных факторов на характеристики изучаемой реакции. При работе с энантиомерами процедура испытания должна исключать небиохимическую рацемизацию субстрата. 

В представленном докладе обсуждаются условия проведения скриннинговых тестов для изучения энантиоселективной биодеградации аминокислот на примере фенилаланина. В качестве модельных микроорганизмов взяты бактерии родов Pseudomonas, Rhodococcus и Bacillus, хранились на твёрдой питательной среде и пересевались для омолаживания. Процесс проводили в жидкой питательной среде Раймонда с содержанием субстрата (L- или D-фенилаланина) 1%. Методика эксперимента включает смыв микроорганизмов питательной средой со скошенного агара, добавление стерильных растворов щелочи и кислоты для достижения заданной рН и инкубацию пробирок на качалке при 29оС. После отбора проба очищается ультрацентрифугированием и фильтрацией через шприцевой фильтр. Определение содержания субстрата выполняли на хроматографе Shimadzu LC-20ADXR с диодно-матричным детектором на обращенно-фазной колонке ShimPack XR-ODS II при температуре 25оС.

Показано, что стерилизация и пробоподготовка образцов не приводят к рацемизации субстрата. Оптимизацию условий разделения компонентов пробы осуществляли путём варьирования состава водно-органической подвижной фазы, природы органического растворителя (метанол или ацетонитрил) и скорости потока (Fv). С подвижной фазой состава метанол (40%)-ацетатный буфер, рН = 5.2 (60%) и при Fv = 0.3 мл/мин время анализа не превышало 5 минут. Для записи хроматограмм использовали 2 длины волны: 221 и 254 нм, что позволяло детектировать появление продуктов глубокой деструкции фенилаланина (221 нм) и в то же время исключить их влияние на пик фенилаланина при 254 нм. Показано, что наибольшее отличие между энантиомерами присуще бактериям рода Pseudomonas.
Разработана методика хроматографического анализа энантиомеров фенилаланина. Подобрано оптимальное соотношение компонентов подвижной фазы и растворителя. Определены длины волн для идентификации пиков фенилаланина, а также продуктов его деструкции. 
