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Osszefoglalds:

Az egyes biotechnologiai termékek bioszintézisének megvaldsitasan tul komoly technologiai
feladatot jelent ezen anyagok kinyerése ¢&s tisztitasa. A rendkiviil sszetett biologiai
rendszerekbdl egyetlen komponens kinyerése csak tobblépéses, optimalt miiveletsorozattal
valdsithaté meg. A feldolgozasi kérdések fontossagat jelzi az a tendencia, hogy a
legmodernebb termékek, a rekombindns fehérjek elallitasanak koltségeiben a termék izolalasa
és tisztitasa eléri a 80-90%-ot is.

Az Gsszedllitott tananyag felépitésében a feldolgozasi folyamat logikajara épiil. E16bb a sejtek
elvalasztasanak miiveleteit (sziirés, centrifugalds), és a sejtfeltarast targyalja, majd a
koncentraldé miiveletek (extrakcid, adszorpcid, membranmiiveletek, csapadékképzés)
kovetkeznek. Ezt kovetik a tisztitas és végtisztitas miiveletei, mint a kristalyositas és a szaritas.
A sort olyan finomkémiai miiveletek zarjak, amelyek csak laboratoriumi, vagy preparativ
léptékben alkalmazhatok (affin-miiveletek, elektroforézisek, fokuszalasok).

Az anyag szintéziseként végiil miiveletsorok, technologiak keriilnek bemutatésra, igy a
zarvanytestek (inclusion body) feldolgozasa, a citromsav és a monoklonalis antitestek (Mab)
feldolgozasi technologidja.


http://www.typotex.hu/
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1. Bevezetés 5

1. BEVEZETES

A tananyag cime ,,Fermentacios feldolgozasi miiveletek”, a biomérnokképzés egy fontos teriiletét fedi
le. Mit jelent ez a cim, és hol helyezkedik el a biomérndki tudomany egészében?

A fermentacié gytjtéfogalom, olyan biotechnologiai folyamatokat, technolégidkat jelent,
amelynek soran €16 sejteket tenyésztiink nagy 1éptékben valamilyen anyag (ez lehet maga a sejttomeg
is) termelése vagy lebontasa érdekében. A fermentacios technologiak két egymast kovetd szakaszra
oszthatok:

— a fermentacio elokészitésétol a szaporitas, a termékképzés végéig terjed az ,,UPSTREAM-
PROCESSING”. Ez magaban foglalja az inokulumkészitést, a tapoldatkészitést, a sterilezést, a
mikrobaszaporitést, levegdztetést, mindent a fermentacié végéig, amikor mar rendelkezésiinkre
all a kész fermentlé, amely tartalmazza a kivant mennyiségii végterméket. Ezt a pontot nevezik
a fermentécio ,,vagasanak”. Ezekkel a miiveletekkel foglalkozik részletesen a ,,Biomérndki
miuveletek és folyamatok™ tantargy és a hozza késziilt digitalis tananyag.

— a,vagas” utdn kovetkezik a végtermék izolalasa, amelynek sordn a sokkomponensti ferment-
1ébol a tiszta (tisztitott) végtermék felhasznalasra alkalmas formaba keriil. Ezt a feldolgozasi
miveletsort nevezik ,,DOWN-STREAM PROCESSING”-nek, ennek miiveleteivel foglal-
kozik ez a digitalis tananyag. Ezek az angol kifejezések nehezen fordithatok le, a downstream
processing magyar megfeleldje ,,fermentlevek feldolgozdsa” vagy ,biotermékek izoldlasa”
lehetne.

Mit jelent az utolsé szd, a miivelet? A bioldgiai iparok technologiai — hasonléan a vegyipari
technoldgiakhoz — olyan 1épések, miiveletek soraként foghatok fel, amely lépések a kiilonféle
technologiakban hasonlok, és a konkrét technologiak és anyagok tulajdonsagaitol fiiggetleniil, azonos
torvényszertiségekkel irhatok le. A miivelet kifejezés tehat egy technologiai 1épést jelent, ami egy
fizikai (fizikai-kémiai) folyamaton alapul (pl. ilepedés, megoszlas, halmazallapot-valtozas,
elvalasztas, fazisatmenet), annak torvényszeriiségeivel, egyenleteivel irhato le.

Az ,elvalasztas” kifejezést kettds értelemben hasznaljuk. Beleértjiik a fazisok szétvalasztasat, vala-
mint a komponensek (anyagok, molekulak) szétvalasztasat. Az anyagkomponensek szétvalasztasa a
molekulak eltérd fizikai tulajdonsagain (méret, t6ltés, polaritas/oldhatosag, forraspont) alapul. Minél
nagyobb a kiilonbség egy paraméterben a két anyag kozott, annal koénnyebben valaszthatok szét.
Megforditva ugyanezt a gondolatot, az elvalasztas megtervezéséhez keressiik meg az anyagoknak azt a
jellemzojét, amelyben a legnagyobb az eltérés, €s eszerint valasszunk miiveletet.

A ,Fermentacios feldolgozasi miveletek” tehat a downstream processing miiveleteit targyalja
egyenként. Ezzel megalapozza a ,Biotermék technoldgia” targyat, ahol a legfontosabb bioipari

srer

integralddnak.

Els6 Iépésként vizsgéaljuk meg, milyen k6zds, illetve eltérd jellemzoket taldlunk a down-stream
technoldogiakban. A fermentlevek kdzos tulajdonségai:

— atermék vizes kézegben van (nem szerves oldészerben)

— atermék koncentracidja viszonylag kicsi (csak néhany technologianal éri el a 10 szazalékot, de
sokszor csak néhany g/liter)

— tobbfazisu rendszer (a vizes fazisban diszpergalva ott vannak a sejtek, és egyéb lehetséges
szemcsé€k, olajcseppek maradhatnak a habgatld olaj adagolasabol vagy kéolaj alapt
szénforrasbol. A levegdztetés soran buborékokat is juttatunk a fermentlébe, de ezek a
feldolgozasig eltavoznak.)
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6 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

— sokkomponensii a rendszer, bonyolult a matrix, amibdl a terméke(ke)t el kell kiiloniteni. Mar a
tapoldatban biologiai eredetli komplex anyagokat (melasz, kukoricalekvar, szdjadara stb.)
alkalmaznak, ezekbdl a sejtek anyagcserettjai tobb szaz intermediert és végterméket allitanak
elé. A technologidk célja, hogy a fétermék mennyiségével kiemelkedjen ebbdl a hattérbol, de a
zavar6d komponensek nagy szama és valtozatos tulajdonsagai sokszor gondot okoznak.

A feldolgozo lizemek igen sokfélék, mert:

— széls6ségesek a 1éptékek. Vannak nagy 1éptékben gyartott termékek (pl. citromsav, glutamin-
sav: tobb szazezer tonna/év) és kis mennyiségben elddllitott anyagok (pl. emberi novekedési
hormon, tumor nekroézis faktor, urokindz: a vilagpiac egy-két kg/év)

— sokféle elvalasztdsi miiveletet hasznalnak. Mig példdul a petrolkémidban szinte csak
desztillalnak; a szintetikus (gydgyszer €s intermedier) vegyiparban a beparlds, kristalyositas,
szlirés harmasa jellemz6; a biologiai termékek kinyerése soran viszont tucatnyi kiilonféle
miuvelet, ezen beliil szakaszos €s folytonos, egyensulyi és kinetikai, allandosult és tranziens
elvii egyarant eléfordul.

A fermentlé feldolgozasara nehéz altalanos sémat adni, mivel minden technoldgia més és mas. A
miveletsorozaton beliil azonban funkciondlisan elkiilonithetk bizonyos szakaszok. Ezek sorrendje
legtobbszor azonos, néhany esetben egy-egy 1épcsé kimaradhat.

1. SZILARD-FOLYADEK ELVALASZTAS: a fermentlé folyadékfazisatol kiilonitik el a
sejttdmeget, és/vagy a taptalaj szilard szemcséit, esetleg a kikristdlyosodott terméket.

Jellemz6 muveletek:
— szurés/mikrosziirés
— llepités/centrifugalas.

(1/b) (SEJTFELTARAS) Erre a miiveletre csak akkor van sziikség, ha a kinyerni kivant anyag a
sejteken beliil talalhato (intracellularis). Ekkor a sejtek falat és membranjat el kell roncsolni ahhoz,
hogy a termék molekulak kiszabaduljanak, homogén vizes fazisba keriiljenek.

2. TZOLALAS/KONCENTRALAS: a legnagyobb mennyiségii idegen anyagokat, azaz elsésorban
a vizet tavolitjak el, altalaban fazisvaltassal.

Jellemz6 miiveletek:
— Extrakci6 (a termék atvitele szerves oldoszer fazisba, a vizes fazis elvalasztasa)
— Adszorpci6 (a termék atvitele feliileti kotott fazisba, elvalasztas a vizes fazistol)
— Csapadékképzés (a termék atvitele szilard fazisba, elvalasztas a vizes fazistol)
— Membransziirés (molekulaméret szerinti elvalasztas)

(a biologiai iparban ritkabban alkalmazott viztelenité miiveletek: beparlas, desztillacio).

3. TISZTITAS: a termék és a szennyez6 anyagok elvalasztasa

Jellemz6 miiveletek:
— a fentiek barmelyike
— (ipari) kromatografia (folyadék-kromatografias elvalasztast nemcsak analitikai 1épték-
ben/célbol lehet alkalmazni, hanem ipari 1éptékben is, pl. aminoglikozid antibiotikumok
elvalasztasa, glikoz-fruktoz elvalasztas).

4. VEGTISZTITAS: a terméket a kereskedelmi forgalomba hozas elSirdsainak megfelelé
tisztasagig tisztitjak.
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1. Bevezetés 7

Jellemz6 miiveletek:

— afentiek barmelyike

— kristalyositas (a csapadékképzéstol eltérOen a kristalyositas nagymértéki tisztitassal jar egyiitt,
az egykristaly gyakorlatilag egykomponensii anyag, amely csak a felilletén, illetve
zarvanyaiban tartalmaz szennyezéseket)

— széritds (minden termékspecifikacidé a nedvességtartalom megadasadval kezdddik, ennek
beallitasa a szaritassal torténik)

A tisztitds €és végtisztitas elsé pillantdsra nagyon hasonlonak tlinnek, nem is éles koztik a
valasztovonal. A két szakasz szemléletében tér el egymastol. A tisztitds soran a termék maximalis
kihozataldra tdrekednek, mikdzben a szennyezések mennyiségét csokkentik (mérndki-muszaki
szemlélet). A végtisztitasnal viszont az eldirt tisztasag elérése a cél, mé€g azon az aron is, hogy esetleg
a kivant termék egy része elvész, vagy visszakeriil a feldolgozds egy korabbi Iépcsdjére. A
végtisztitasnadl a felhaszndlasi célnak megfeleld tisztasagot kell elérni, amit altaldban eldirasok
(gybgyszerkonyvek, szabvanyok, élelmiszer-mindségi eldirdsok) fogalmaznak meg, és a piac az
ezeknek megfeleld tisztasagu terméket fizeti meg (piaci-kozgazdasagi szemlélet). Ugyanazt a terméket
kiilonb6z6 mértékben megtisztitva kiilonb6zdé célokra lehet eladni, altalaban minél tisztabb, annal
magasabb aron. A tisztasag—ar 1épcsés fiiggvény, amibdl az is kovetkezik, hogy nem érdemes a
terméket ,,tultisztitani”, mert az alaposabb tisztitas tobbletkoltségeit a piac nem fizeti meg.

A tisztasagi igényeket sorba allitva f6 vonalakban a kdvetkezd csokkend sorrend allithaté fel:

= Humaén injekcios készitmény, nagy terapids dozisu (a készitmény egyenesen a véraram-
ba/ sejt kozotti folyadékba keriil — nem tartalmazhat semmilyen testidegen komponenst).

* Human injekcids készitmény, kis dozisu (a kisebb Osszesitett terapids dozis kisebb bevitt
térfogatot jelent, ezaltal a bevitt minor komponensek mennyisége kisebb).

= Huméan enterdlis gyogyszerek (a szdjon at szedett gyogyszerek tisztasagi szintje
valamivel tobb szennyezést enged meg, mert az emésztGcsatornabol nem minden
komponens szivodik fel, és a felszivodd anyagok is a mdj méregtelenitdé rendszerén
athaladva jutnak el a szervezet egészébe).

= Allatorvosi gyogyszerek (az emberi és allatorvosi készitmények tisztasagi kovetelményei
kozti kiilonbség egyre csdkken, de a gazdasagi szempontok — a kevésbé tiszta hatdanyag
olcsdbb — jobban érvényestilnek)

= Elelmiszerek, élelmiszer-adalékok (az élelmiszerekre vonatkozd szabalyozas mas
jellegli, mint a gydgyszereké, masra iranyul — pl. az élelmiszereket nem vizsgaljak
pirogénekre, de eldirjak a novényvéddszer-maradékok és az aflatoxinok szintjét).

=  Kiilsédleges alkalmazasti gyogyszerek (a kendcsok, szemcseppek, fiilcseppek anyagai
nem jutnak be a szervezet egészébe — lokalis, topikalis készitmények — az esetleges
szennyezések veszélyessége kisebb).

=  Kozmetikumok (ezek is a test feliiletére keriild készitmények, az eldirasok is hasonlok.
A szabdlyozas kiilonbséget tesz a ,boron maradd” és a ,Jlemosandd” készitmények
kozott. A rovid kontaktideji  készitményekben a megengedett koncentraciok
magasabbak).

= Technikai mindségli anyagok (mas gyartasok alapanyagdul szolgalnak, eldirt tisztasaguk
a vevo igényeitdl fliigg).

A tovabbiakban a fenti négylépcsds séma szerint vessziik sorra az elvalasztasi miiveleteket.

A feldolgozasi technologia kidolgozasa sordn nem az egyes miiveletek, hanem az egész
technoldgiai sor gazdasagi optimumat kell keresni. A mérnoki szemlélet hajlamos az egyes Iépéseket
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8 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

valamilyen miiszaki paraméter (hatasfok, kihozatal, koncentracio) szerint optimalni, ez altalaban nem
esik egybe az egész miiveletsor optimumaval.
A teljes optimalas viszont munkaigényes, mert:

— minden egyes paraméter megvaltoztatasanal az egész 1épéssor koltségét kell vizsgalni
— 1éptéknovelésnél az optimalasi iteralast elolrél kell kezdeni.

Szerencsére mar hozzaférheték olyan szamitogépes (flowsheeting) programok, amelyek
alkalmasak a teljes folyamat szamitasara és ujraszamolésara.

A laboratoriumi folyamatok ipari 1éptékre valo atvitelében (scale up: 1€éptéknodvelés) gyakori az a
hiba, hogy a laboratoriumi 1épéseket és késziilékeket probaljak felnagyitani. A helyes eljaras eleve az
ipari I1éptékti eljaras kidolgozasa. Célszerli megbecsiilni a maximalis piaci iizemnagysagot, ehhez
tervezni a Iépéssort, a miiveleteket és berendezéseket, és ehhez kell elvégezni a kis 1éptéki kisérleteket
(scale down: 1éptékesokkentés). Uj, kiforratlan technolégidk bevezetésénél gyakori eljaras az, hogy a
tervezett nagy, pl. szdzezer tonna/év kapacitdsu lizem megépitése elott megépitenek egy mindenben
hasonlo, de joval kisebb (a végleges tizemnagysag 1-2%-a, pl. 1-2000 tonna/év) pilot/modell {izemet,
¢és ennek fél-egy éves probaiizemébdl nyert adatok/tapasztalatok alapjan tervezik wjra és épitik meg a
termeld tizemet.

A tervezéshez célszeri minél tobb fizikai, kémiai és termodinamikai adatot begytijteni.
Egy 10j technoldgia megtervezésénél tobbféle gondolatmenetet kovethetiink:

a. Masolas — hasonlo anyaghoz hasonl6 technoldgia. Gyokeresen 11j problémakat igy nem lehet
megoldani

b. Heurisztikus — nem merev szabalyok, hanem tapasztalati ajanlasok, alapelvek. A tervezés
kezdeti, induld dontésinél segitenek, nem a finomitasban. Inkabb kizar, mint allit. A tipikust
irja le, nem az egyedit.

C. Szakértéi rendszerek — szamitdégépes programban feldolgozott tapasztalat, IF — THAN
dontések sorozataval kozeliti a megoldast. Nem zart algoritmus, sok a kvalitativ itélet.
Megfeleld programozassal olyan esetre is helyes tandcsot ad, amire nincs bevitt tapasztalat.

d. Matematikai modell — sok paraméter és Osszefiiggés szerepel benne, emiatt bonyolult. Olyan
sok mért adat kell hozza, hogy mire az 0sszegytilik, addigra rendszerint az optimum a modell
nélkiil is adodik.

A gyakorlatban ezek kombinacidjat alkalmazzak. Mésolnak, ha lehet, emellett az altalanos

sémabdl indulnak ki, és annak elemeit varialjak.

A felsoroldsban szO esett a heurisztikus tervezési elvekrdl. Ezek kozil rdviden bemutatunk
néhdnyat, amely hasznos lehet a feldolgozasi miiveletsor kialakitasanal.

Tervezési elvek:

— Kis felbontasti 1épés eldre, nagy felbontasti hatra a miiveletsorban (a nagyon eltérd
tulajdonsagt anyagok elvélasztasara a kis felbontds is megfeleld, a hasonldé szennyezések
elkiilonitésére viszont nagy felbontasti miivelet sziikséges).

— Az olcsébb elvalasztast vedd eldre, a koltségesebbet hatra (a feldolgozand6 anyagmennyiség a
folyamat soran csokken, a koltséges miivelettel kisebb mennyiséget kell feldolgozni).

— A kivant terméket valaszd el utoljara (torekedjiink a termék minél nagyobb mértékii tovabb-
vitelére a szennyezések levalasztasa soran).

— A nagy kihozatalil 1épést tedd hatra (a sok mivelettel, sok koltséggel mar megtisztitott
anyagbdl minél kevesebbet veszitsiink).
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1. Bevezetés 9

Miveletvalasztasi elvek:

— keriild a vakuumot és a hiitést (koltséges)

— inkabb atmoszférikus desztillacio, mint vakuum (koltséges)

— inkabb membranszlrés, mint cenrifugalas (koltséges)

— eldszor a nagy tomegli anyagot valaszd el (pl. vizet = a koncentralas el6zze meg a tisztitast).

Anyagi tulajdonsagok szerint:

— keresd a legnagyobb kiilonbséget a termék €s a szennyezések tulajdonsagai kozott, és ennek
alapjan valaszd el (igy lehet hatékony az elvalasztas)

— egymast kovetd lépéseknél kiilonb6zé elveket hasznalj (nem célszerii azonos elven —
méretkiilonbség, toltéskiilonbség stb. — alapuld miveleteket ismételni)

— aveszélyes és korroziv anyagokat minél hamarabb tiintesd el (az ilyen anyagokkal valé munka
koltséges, minél hamarabb artalmatlanitjak ezeket, annal olcsobb a technologia).

Osszetételi elvek:

— vizsgald a végtermék Osszetételét gazdasagilag (a ,.tultisztitast” a piac nem fizeti meg, csak
annyira érdemes tisztitani, hogy éppen megfeleljen a kovetelményeknek)

— tobb termék esetén a legnagyobb tomegilit valaszd el elészor (ez esetben a tovabb mend

anyagaram kisebb, kevesebb anyagbdl kell kinyerni a minor komponenseket).

A feldolgozasi miiveletsor egységes targyalasa utan térjiink at az egyes miveletek részletes
leirasara.
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10 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

2. A SEJTEK ELVALASZTASA

A fermentlevek feldolgozasanak jellemzben els6 1épése a sejtek elvalasztasa a 1ét6l. Pontosabban
megfogalmazva egy szilard-folyadék fazis-szétvalasztasi 1épés, mivel a sejteken kiviil mas lebegd
szilard részecskék (tdptalaj maradvanyok, CaCOs, termékkristalyok) is lehetnek a fermentlében. A szi-
lard szemcsék levalasztisara a szlirés és a centrifugalds mivelete alkalmazhato.

2.1. Sziirés

A sziirés soran a folyadékot lyukacsos szilard anyagon vagy szlirdanyag rétegen nyomatjak at. A lebe-
g0 szilard részecskék részben vagy teljesen visszamaradnak a sziiron. Ez egyszert és jol kezelhetd ve-
gyipari miivelet jol definialt mérett és alaku kristalyok esetében. A kicsi és képlékeny sejtek jelenléte
azonban megneheziti a fermentlevek vagy mas bioldgiai oldatok sziirését. A klasszikus szakaszos
szlirési modszerek alkalmazéasdval a miivelet legtobbszor tulsagosan lassu lenne az ipari léptéki
technologiakban.

A biologiai anyagok sziirése tehat eltéré megkozelitést igényel, ennek megfelelden épiil fel a feje-
zet gondolatmenete. A Vegyipari miveletek tantargyban alaposan targyalt alapfogalmak és Ossze-
fiiggések érintése utan targyaljuk ezek specialis alkalmazasait a biologiai anyagok elvalasztasaira. Az
eltéréseket elsésorban a sziirdn 6sszegyiild sejttomeg tulajdonsagai okozzak. A biomassza legtobbszor
nyalkas, ragacsos réteget képez a sziirdn, amely nagyon hamar 6sszetomorodik, €s nem engedi at a
sziirletet. Az ilyen rendszereket legtobbszor csak szlirésegédanyagok (szemcsés, inert, merev, porézus
anyagok, amelyek jol atengedik folyadékot) hozzakeverésével lehet elvalasztani.

2.1.1. Alapfogalmak

A sziir6lepény altal okozott problémak masik kikiiszobolési modja az un. keresztaramu (cross flow),
vagy tangencialis szlirés. Ennél a sziir6feliileten 1étrehozott erdteljes turbulens aramlas akadalyozza a
szilard részecskék lerakodasat. Ez a megoldas szilard sziir6lepény helyett betoményitett szuszpenzid
elvételével jar. Mig a hagyomanyos (dead end) sziirésnél egy folyadékfazist (szlirlet) és egy tobbé-
kevésbé szilard fazist (sziirélepény) kapunk szakaszos miiveletben, a keresztarami szlirésnél két
folyadékfazis 1ép ki a sziirdanyag (membran) két oldalarol folyamatosan.

Szﬂrdepény\‘"
Sziiré6 —»
Saifet ==L L L L b b r bt bbbt
,Dead end” szlirés ,Cross flow” sz(irés
Szinet

2.1.1.1. abra: A ,,dead end” és ,,cross flow” sziirés elve

Az egyik a sziirOn atlépd tisztitott folyadék (sziirlet, permeat), a masik a visszamaradt folyadék,
amely értelemszeriien gazdagabb a sziiré altal visszatartott anyagokban (koncentratum, retentat). A ke-
resztaram altalanos elv, tobbféle miiveletnél is alkalmazzak. A kolloid szilard részecskék (sejtek) elva-
lasztasanal mikroszlrésnek nevezik, oldott anyagok membranos szétvalasztasanal pedig az ultrasziirés
¢és a reverz ozmozis miiveleténél alkalmazzak (Id. késdbb a membranmiiveleteknél). A keresztaram
kifejezés onnan szarmazik, hogy a sziirletaram és a kényszeraram egymasra merdlegesen, ,,keresztben”
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2. A sejtek elvalasztasa 11

mozognak. A ,tangencialis” jelz6 pedig érintOlegeset jelent, arra utal, hogy a kényszeraram a sz{ir6
feliiletéhez képest érintélegesen mozog.

Ezekhez kapcsolodik egy tovabbi fogalompar is, a mélységi és a feliileti sziirés. A mélységi sziirés
a ,,dead end” sziirés egy mas megkdzelitése. A mélységi jelzo arra utal, hogy a szlirés egy vastag tol-
tetrétegen torténik. Ez porozus anyag lehet maga a lerakodott szlir6lepény, de lehet valamilyen inert
szlirésegédanyagbol felvitt réteg is. A toltet pérusai nem egységesek €s allandd méretiiek, az aramlo
folyadék kacskaring6s tton és valtozo sebességgel halad. A lebegd szemesék elvalasztasa nem a szitk
csatornak méretkizardsa miatt torténik, hanem a mozg6 szilard részecskék a tagabb csatornakban is el-
akadnak bizonyos valdszintiséggel. Ezért nevezik ezt az elvet valdsziniiségi szlirésnek, mert mindig
van szdmithatd valoszinlisége annak, hogy egy részecske atjut a sziirérétegen. A folyamatot elsérendii
kinetikaval irhatjuk le, az atjutd részecskék szama/az atjutas valoszinlisége a réteg vastagsagaval expo-
nencialisan csokken. Definidlni szoktak az Lgj értéket, ez az a rétegvastagsag, ami a szemcsék 90 %-at
levalasztja. Ennek kétszerese 99 %-ot, haromszorosa 99,9 %-ot tart vissza. Tokéletes sziiréshez
eszerint végtelen szlirGvastagsag tartozna. A feliileti szirésnél a visszatartast egy jol definialt porusok-
kal rendelkez6 membran végzi. A porusok atmérdjénél nagyobb részecskék nem hatolnak be a szliré
anyagaba, a folyadékban maradnak. A membran feliiletén nem rakodhat le szlirélepény, mert az mar
mélységi szlirést végezne - itt kapcsolodik a keresztaramil szliréshez, ahol a kényszeraramlas tisztan
tartja a membran feliiletét. A valdszintiségi sziiréssel szemben ezt a miiveletet abszolat sziirésnek ne-
vezzik, a visszatartadst a membran pdrusainak atmérdje hatarozza meg.

Az iparban a klasszikus, szlirévaszonnal, sziir6lappal végrehajtott sziirések a két elvet egyesitik. A
szlirés elején, amig nem alakul ki a szlir6lepény, feliileti sziirésként miikodik. Csak a legnagyobb ré-
szecskéket tartja vissza, a sziirlet zavaros. A szlir6lepény kialakuldsaval viszont mar mélységi sziirés-
ként miikodik, sokkal hatékonyabba valik, a sziirlet kitisztul. A technoldgiai eldiratokban gyakran sze-
repel az a kitétel, hogy a sziirlet els6é 5-10 szazalékat kiilon kell felfogni, és a szlir6lepény kialakulasa
utdn yjra le kell sziirni.

2.1.1.1. tabldzat: _ A sziiréseket jellemzo fogalompdrok

Hagyomanyos, ,,dead end” sziirés Keresztaramu, ,,cross flow”, tangencidlis szlirés
Mélységi szlirés Feliileti sziirés
Valosziniiségi sziirés Abszolut sziirés

2.1.2. A sziirés daltaldanos leirdasa

A sziirés muveletének matematikai leirasat a Vegyipari miveletek targy alaposan targyalja, itt csak
egy rovid felfrissitésre van sziikség. Az altalanos egyenleteket ezutan kiterjesztjiik 6sszenyomhato
sziirblepényre is. A berendezések mitkodésének leirasat csak a vakuum dobsziirére, mint a legalta-
lanosabban hasznalt ipari 1éptékli berendezésre vizsgaljuk.

D’ Arcy torvénye
A D’Arcy egyenlet szerint az aramlasi sebesség egy porozus szilard dgyon keresztiil aranyos a
nyomaseséssel.

vV=—-—
u-l

Ahol v a folyadék sebessége, k az anyagfiiggd tényezd, amit az agy atjarhatésaganak (permeabi-
litas) is neveznek, 4p a nyomasesés az agy teljes | vastagsagan, és u a folyadék viszkozitasa. Ez az
Osszefliggés analdg az Ohm tdrvénnyel, az aramlas itt is egyenesen aranyos a potencialkiilonbséggel
(4p), és forditottan az ellenallassal (I/k = a vezetd hossza / fajlagos vezet6képesség). Szigortian vizs-
galva a D’ Arcy torvény csak akkor érvényes, ha a

d-v-p -
p-1-¢)
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12 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

feltétel teljesiil. Az Osszefiggésben d a részecske mérete a sziir6rétegben (gyakran helyettesitik a
porusmérettel vagy az egyenérték{i porusatmérével), p a folyadék siirlisége és ¢ a sziiréréteg hézagtér-
fogata. A biologiai elvalasztasoknal a fenti dimenziomentes mennyiség (Reynolds szam) majdnem
mindig kielégiti a felirt egyenlétlenséget.

Szakaszos sziirés esetén a sziirési sebességet felirhatjuk a

1 dv
V=—.—
A dt

formaban is, ahol V a szirlettérfogat, A a sziréfeliilet, és t az id6. A sziirési ellenallast (I/K) is
felbonthatjuk a szlirbanyag ellenallasara (Ry) és a felhalmozoddott sziirdlepény (Rc) ellenallasara.

1/k= RM + RC
Az egyenletek kombinalasaval felirhat6 az allandé nyomasu sziirés alapvetd differencialegyenlete:

LV 4
A dt  u-(R, +R.)
A szlirbanyag (pl. szlir6vaszon) ellenallasa (Ry) id6ben allando, mig a sziirGlepény ellenallasa

(Rc) a lesztrt térfogattal ndvekszik. A novekedés jellege fiigg attol, hogy a lerakodott szilard réteg
0sszenyomhato-e vagy sem.

2.1.2.1. Osszenyomhatatlan sziiréréteg

Ha a sziiréréteg O0sszenyomhatatlan, akkor a kialakuld rétegvastagsdg egyenesen aranyos a sziir-
lettérfogattal és forditottan a réteg sziiréfeliiletével. Ennek megfeleléen a kialakulo réteg ellenallasa

(Re) leirhato az
Vv
Re =a- py [Z}

egyenlettel, ahol « jelenti a szlir6réteg fajlagos ellenallasat és pg a szuszpenzid szilardanyag tartalmat
(kg szilard anyag / m® sziirlet). Visszahelyettesitve a differencialegyenletbe az

1.dv_ Ap
A dt ufa-p,-VIA)+R,]

alakot kapjuk. Feltéve, hogy a folyamat kezdetén még nem haladt at anyag a sziirén, a t=0, V =0 kezdeti

feltételekkel integralhato:
A =K- v +B,
Vv A
ahol
K — /u - pO
2-Ap

B=ARu
Ap

A fentiek szerint az (At/V) mennyiséget (V/A) fliggvényében abrazolva linearis 6sszefiiggést ka-
punk, amelynek meredeksége K, tengelymetszete B. A meredekség a nyomasesés (4p) és a sziir6le-
pény tulajdonsagainak fiiggvénye (a és Ap). A tengelymetszet fiiggetlen a sziirt anyag jellemz6itol, in-
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2. A sejtek elvalasztasa 13

kabb az "iires" sziird jellemzo6it6l fliigg. A sziirGvaszon ellenallasa gyakran elhanyagolhato, ekkor az
Osszefliggés a kdvetkezo formara egyszertisodik:

=555

A felirt 6sszefiiggések hasznalhatdsagat késobb szampéldakon vizsgaljuk meg.
2.1.2.2. Osszenyomhaté sziiréréteg

Sajnos a valdsagban a bioldgiai anyagokbdl kialakulé rétegek majdnem mindig 6sszenyomhatok, ezért
rajuk az eldbbiekben adott egyszerii leiras nem alkalmazhatd. A sziirréteg 6sszepréselddésvel a sziiré-
si sebesség csokken, ami a folyamat hatékonysaganak romlasaval jar.
Az dsszenyomhatdsag hatdsanak kiszamitdsdhoz feltételezziik, hogy az a ellenallds a nyomasesés
fliggvénye:
a=0o’ -(Ap)s

ahol az o’ allando elsésorban a kisziirt részecskék alakjatol és méretétdl fiigg, az s kitevé pedig a réteg
Osszenyomhatdsagatol. Merev, Osszenyomhatatlan sziirlepény esetén S értéke kozelitéen nulla
(o = a’), er6sen tomorodé anyagnal pedig tart az 1 értékhez (o = Ap-a’). A gyakorlatban 0.1 és 0.8
kozotti s értékekkel szdmolhatunk. A két konstans, o’ és S értékét kisérleti adatokbol egyszeriien meg
lehet hatarozni. Felvéve az a értékeket a nyomdskiilonbség fliggvényében kétszer logaritmikus abrazo-
lasban egyenest kapunk, amelynél meredeksége S, a tengelymetszete pedig Ig o’. Nagy s értékeknél
mindenképpen érdemes megfontolni sziirésegédanyagok alkalmazasat.

A folyamat leirhat6 a korrigalt a érték visszahelyettesitésével az integralt egyenletekbe. A B kons-
tans értéke nem valtozik, mig K fiiggése a Ap-tdl bonyolultabba valik.

2.1.3. Elbkezelések

A fermentlevek és mas biologiai folyadékok kiilonosen nehéz sziirési problémat jelentenek. Részben a
szlir6lepény mar emlitett kompresszibilitasa, részben a folyadék extrém reoldgiai viselkedése (nagy
viszkozitas, nem-Newtoni, altalaban pszeudoplasztikus jelleg) neheziti a feladatot, mind a micélialis,
mind a bakterialis levek esetében. Sok esetben segit, ha a folyadékot a sziirés eldtt elokezelik. Bevalt
moédszerek a hdkezelés, koagulalas és flokulalas, valamint sziirésegédanyagok alkalmazasa. Erdemes
megjegyezni, hogy az utobbi kivételével ugyanezek a kezelések hasznosak lehetnek mas fazis-
szétvalasztasi miiveletek (iilepités, centrifugalas) elétt is.

Hokezelés

A legegyszerlibb és sokszor a legolcsobb eldkezelés a felmelegités. Ezaltal nem csak a 1€ kezel-
hetéségét javitjuk, hanem a csiraszdmot is csokkenthetjiik (pasztorozes). Alapveto kérdés a termék ho-
stabilitasa, mindent ez hataroz meg.

A hokezelés hatékonysaganak mechanizmusa sok részfolyamatbol tevédik Ossze. Az egyik 6
folyamat a fehérjék denaturalodasa, a masik vélhetdleg a biologiai membranok dezintegralodasa a li-
pidek "megolvadasa" kovetkeztében. Szamottevd a vizes oldatok viszkozitasanak csékkenése is a me-
legités hatasara. A valtozasok ereddje legtobbszor a szlithet6ség javulasa.

Koagulalas és flokulalas

Masik lehetéség az elokezelésre elektrolitok adagolasa, amelyekkel koagulacio illetve flokulacio
valthato ki. Elektrolitként az egyszer(i szervetlen ionoktdl a szintetikus polielektrolitokig barmi al-
kalmazhato, ezekkel az adalékokkal részletesen foglalkozunk a késébb a csapadékképzés fejezetben.

Savak és bazisok bevitele megvaltoztatja a pH-t, és ezzel a részecskék, sejtek, makromolekulak
toltését. Az eredd toltés csokkenésével, vagy megsziinésével (izoelektromos pont) a részecskék kozotti
taszitd er6k is mérséklddnek, 0sszetapadasuk gatja megsziinik. Ha a pH-t nem a megfeleld iranyba tol-
juk el, a toltés novekszik, és a sziirhetdség romlik. A pH hatasat a szlirhetéségre jol szemlélteti a 2. ab-
ra egy Streptomyces fermentlé példajan.

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




14 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

=
on
‘g 600
2
ﬁ
ko
S
N
w
400
200
1 1 i
0 0 6 12 B 18
Id6, perc

2.1.3.1. abra: pH hatdsa a sziirési sebességre

A hossza lanct polielektrolitok (hidképzok) adszorbealddnak a sejtek felszinén, ezaltal hidakat ké-
peznek kozottiik, amivel valosaggal 6sszeragasztjak azokat nagy, jol elvalaszthato pelyhekké.

Az elektrolitos kezelés nehezen irhatd le kvantitativan, inkabb kisérleteken, empirikus elveken ala-
pul. A jelenlévd sokféle komponens sokféle kdlcsonhatdsat bonyolult sszegezni. Rdadasul az egyes
adalékok hatasa sem egyszeri. A tobbértékii fémionok példaul egyszerre hatnak pufferként,
toltéselnyomoként és hidképzd agensként is. Tobb kiillonbozo segédanyag egylittes hatasa esetenként
lényegesen nagyobb lehet, mint a kiilon elért hatasok dsszege. A koagulacio és flokulacid kérdéseit a
késodbbiekben részletesen targyaljuk a Csapadékképzes fejezetben.

Szlir6segédanyagok alkalmazasa

A harmadik sziiréskonnyitd elékezelési mod a szilard sziirésegédanyagok hasznalata. A sziirése-
gédanyagok legtobbszor asvanyi eredetli inert, szemcsés, laza szerkezetii, pordzus anyagok. Felhasz-
nalasuk kétféle lehet. Hozzakeverhetjiik a feldolgozand6 fermentléhez, ekkor a szilirés soran a kirako-
doé lepény nem csak sejtekbdl all, hanem jelentds mennyiségii segédanyagot is tartalmaz. A kolloid ré-
szecskék, adott esetben a sejtek adszorbealodhatnak a részecskék feliiletén, mialtal az igy kialakulo
sziirfréteg 1ényegesen stabilabb lesz, kevésbé tomorodik, mint a csak sejtekbdl allo. Masik lehet6ség,
hogy a segédanyagbdl eldréteget képeziink a sziir$ feliiletén. A fermentlé sziirése el6tt a segédanyagot
vizben szuszpendaljak, €s ezt sziirik az adott sziiroberendezéssel. A sziird feliiletén tisztan segéda-
nyagbol allo tobb centiméter vastag eloréteg alakul ki. Ezutan kovetkezik a sejttdmeg sziirése, az elo-
rétegen mélységi sziirés megy végbe, a sejtek a réteg porusaiban akadnak el. A ,kevert” szlir6lepény
atereszt6 képessége sokkal jobb, joval tobb fermentlé sziirhet6 le egy menetben.

Hatranyt jelent viszont a keletkezé kiszirt szilard anyag mennyiségének névekedése, még akkor
is, ha az csak elhelyezendé hulladékként jelentkezik. Ha a sejtekre van sziikség a tovabbi feldolgozasi
technologiaban (pl. intracellularis termék), akkor a sejtekkel egyiitt levalasztott segédanyag pusztan
mennyiségével (ballaszt anyag) megnehezitheti a feldolgozasi technologiat.
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A két leghatékonyabbnak bizonyult segédanyag a diatomafold és a_perlit. A diatomafold szili-
katvazas tengeri él6lények nagy tomegben lerakddott maradvanyaibdl all. A perlitek vulkani eredetii
kézetek, amelyeket izzitassal "kiterjesztenek", igy érik el a rendkiviil laza, porozus szerkezetet.

2.1.3.1. tabléazat: PINGDIGEAR Sziirésegédanyagok jellemzdi

. Siiriiség o Relativ
Gyartmany (kg/m3) pH | Vizfelvétel terfOﬁ]atara
nedve
szaraz S %
Diatomafold
Filter Cel 112 | 254 | 7 235 100
Standard Super Cel 128 286 7 255 200
512 Hyflo 128 | 286 | 7 250 300
Super Cel 144 | 286 |10 245 500
501 152 270 |10 250 750
535 192 282 |10 245 1350
545 392 288 | 10 240 2160
560 310 | 320 |10 220 7500
Perlit
Terracel 110 | 260 |7,5 - 300
Terracel 130 240 |75 - 900

A felsorolt anyagok tulajdonsagait az 2. tablazat, jellemz6 felhasznalésait 3. tablazat mutatja be.

Azokban a specialis esetekben, amikor szilikat-bazisu segédanyag nem alkalmazhatd, Orolt
fapépet, szalmatoreket vagy keményitot hasznalnak.

A sziirésegédanyag alkalmazasanak pozitiv hatasa jol lemérheté a 2. dbran. A szlir6segédanyag
kivalasztasanal szempont az, hogy csak mechanikai, szerkezetjavité hatasa legyen, kémiailag legyen
inert. A segédanyag nagy feliiletén felléphetnek adszorpciés jelenségek is. Ha ez egyes szennyezo
anyagok megkotésével jar, akkor elényos a feldolgozas szempontjabol, de ha a célterméket k6ti meg,
akkor anyagveszteséget okoz. Néhany termék, példaul az aminoglikozid antibiotikumok erdsen,
majdnem irreverzibilisen kotédnek a diatdémaféldon, igy ezt nem lehet a szlirésnél alkalmazni.

A kiilénb6z6 sziirésegédanyagok Osszehasonlitdsanal figyelembe kell venni, hogy a nagyobb
szlirési sebességgel altalaban egyre romld klarifikalds jar, azaz egyre tobb lebegd anyag keriil at a
szlrletbe.
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2.1.3.2. tablézat: SIIUDIGEAR Sziirésegédanyagok és felhaszndlasuk

Relativ .\

. . N Sziirlet .
Markanév szureési ;i , Alkalmazasok
. tisztasag

sebesség
rel. % rel. %

sor, olaj, pektin, cukor, bor, ecet,
Celatom FP-2 100 1000 alkohol, citromsav, polimerek,
zselatin, faggyu, zsir

sor, olaj, pektin, cukor, ecet,

Celatom FP-4 200 995 alkohol, citromsav, petrol-ipari
termékek, lakk, foszforsav

sor, antibiotikumok, zomanc,

Celatom FW-6 300 986 ragaszt0, gylimdlcs-1¢, petrolipari

termékek, zselatin
savak, citrat, must, zsirok, olajok,

Celatom FW-20 1000 960 PP
gylimolcslé

alginatok, antibiotikumok, préselt
Celatom FW-50 2500 940 gylimolcslé, aromak, kazein,
szirup, glutén, poli-merek

alginatok, antibiotikumok,

Celatom FW-80 5500 927 - .
biovegyszerek, polimerek

5%

E
0—
s 600
£ 1% Sziirésegéd-
‘;“;’ anyag-adagolas
Q2
S
N
»

400

200

1 1

12 18
. y Idé, perc

2.1.3.2. abra: Sziirésegedanyag-adagolds hatdsa
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2.1.4. Laboratoriumi vizsgalati modszerek

Az egyenletek levezetése soran egyesekben bizonyara az a kép alakult ki, hogy a sziirés méretezéséhez
nem kell mas, mint papir, szamologép és némi agymunka. Ez a valésagban nincs igy, laboratoriumi
vizsgalatokra is sziikség van. Egyszerli vizsgalati moddszerek kellenek az eldkezelés, a komp-
resszibilitas, a mosasi hatékonysag és hasonl6 jellemzok megismeréséhez. Minél egyszeriibb kisérleti
modszereket hasznalunk, annal altalanosabban alkalmazhatjuk azokat.

Ezeket a laborvizsgalatokat mutatjuk be ebben a fejezetben. A kisérletek soran az eddigieken kiviil
olyan paraméterek is felbukkannak, amelyek az altalanos matematikai leirasban nem szerepeltek.
Példaul a sziirlet tisztasaga (4tlatszosaga), a sziirdlepény ragacsossaga, tapadasa a sziiréfeliilethez, a
mosas nehézsége, a réteg repedezése, végiil a levett anyag nedvességtartalma; ezek mind befolyasoljak
a sikeres szlirést.

A modszerek ismertetése elott egy figyelmeztetés. Minden esetben gy6zddjiink meg arrol, hogy a
kisérletekhez felhasznalt minta reprezentativan azonos a nagyobb léptékben feldolgozni szandéko-
zottal. Fert6zés, homérsékletvaltozas vagy a sejtek lizise varatlan mértékben megvaltoztatja a 1¢ fizikai
tulajdonsagait. A mikrobiologiai fertézés a sejttomeg Osszetételét és ezen keresztiil szlirési jellemzoit
valtoztatja meg. A homérséklet a sziirlet viszkozitasat befolyasolja, és ezzel a sziirési sebességet
modositja. Viz esetében példaul a hdmérséklet emelése 20 °C-rol 60 °C-ra a kétszeresére noveli a
sziirési sebességet. Torekedjiink tehat arra, hogy a vizsgalt minta eléélete minél jobban hasonlitson az
tizemi anyagéhoz.

2.1.4.1. Elbkezelés hatasanak vizsgalata

A kiilonb6z6 el6kezelési modszereket konnyen osszehasonlithatjuk egyszerli, szakaszos tlepitési
probakkal. Egy sorozat egyforma — esetleg lasstijarasu keverdvel felszerelt — edénybe azonos
mennyiségl levet mériink. Ezekbe azutan kiilonb6z6 mennyiségli (esetleg mindségii) flokulanst adunk,
megkeverjik, majd ilepedni hagyjuk. Egy meghatarozott id6 elteltével a flokulalas mindségének
valamely jellemz6jét (pl. a feliiliszo extinkcidja, lilepedés, sziirési sebesség) mérjik. A 4. abra
eredményei tipikusnak mondhatok, gyakran €szlelhetd tobbé-kevésbé éles optimum. A bemutatott pél-
daban a sav hatasara koagulalt a biomassza, de til nagy adagok esetén a részecskék attdltddnek, és 1j-
ra stabilizalodik a szuszpenzio.

Mt b b

i2

Sziirhetoség

log (flokulens koncentracio)

2.1.4.1.1. dbra: Elokezeles vizsgalata
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18 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

2.1.4.2. Sziirés szivotolcséren

Uj sziirési feladatoknal, mint példaul 0j tenyészet, 0ij tapoldat vagy megvaltozott koriilmények,
egyszeri, de hasznos tajékozodo vizsgalatokat végezhetiink egy Biichner tdlcsérrel. A szokasos mod-
szer az, hogy felvisziink a szlirére egy réteget a kivant sziirdsegédanyagbol, ravisziink 100 ml eloke-
zelt vagy kezeletlen fermentlevet és meghatarozott ideig szlirjiik az lizemihez hasonlé nyomaskiilonb-
ség mellett. Altalaban a sziirlet térfogatat és atlatszosagat mérik. Példaként Bacillus subtilis tenyészet
sziirésének adatait mutatjuk be a 2.1.4.2.1. tablazat: @l tablazatban. A kapott eredmények azt mutatjak,
hogy kompromisszumot kell kotni a sz{irési sebesség és a sziirlet tisztasaga kozott. Mindkét
szempontot figyelembe véve 1,2 % flokulens adagolasa javasolhato a technologidban.

2.1.4.2.1. tablazat: _ Bacillus subtilis fermentlé sziirési adatai

Flokulens Sziirési sebesség A sziirlet tisztasaga
% liter / 6ra
0,0 9,60 iszapos
0,8 2,04 enyhén zavaros
1,0 1,92 enyhén zavaros
1,2 2,76 tiszta
1,4 2,76 tiszta
1,6 3,12 enyhén zavaros

A kapott id0 ¢és térfogatadatok felhasznalhatok a nagyobb léptékii sziirés iddigényének meghataro-
zashoz. Bar megbizhat6 0sszefiiggések kialakitasdhoz sok adatot kell 0sszegytijteni, az eredmény meg-
éri a befektetett munkat. Ugyanakkor a kapott sziirletek felhasznalhatok analitikai célra is, aminek
révén tovabbi informaciokat szerezhetiink.

2.1.4.3. Kisérleti sziirétanyér (Filter Leaf)

Vakuurmmérd

Szivopalack Sziirdtanyér

Fermentlé

2.1.4.3.1. dbra: Osszedllitas laboratoriumi sziirési kisérletekhez

A vakuum dobsziiré alkalmazasahoz a sziirétanyérral végzett teszt a kovetkezo 1épés. A legtobb eset-
ben a vakuum dobsziird alkalmazasat, s6t vasarlasat is sziirdtanyéros kisérletek alapjan hatarozzak el.
A vizsgalat soran egy manualisan miikodtetett, ismert feliiletii kisérleti sziirdvel szimulaljak a dobszii-
6 keriiletén végbemend miiveletsort. A sziirdlepény vastagsaga és mindsége, a sziirlet mennyisége és
mindsége, a mosas hatékonysaga és a sziikséges mosofolyadék mennyisége egyarant meghatarozhato.
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Ez a technika jol modellezi laboratoriumi méretekben a dobszlird mikodését, kisméretii dobsziiroket
ilyen vizsgalatokra nem is hasznalnak. A kisérleti 6sszeallitast az 1. dbran mutatjuk be.

FoOrészei: - maga a sziir6tanyér, - kalibralt gy(ijtéedény a sziirletnek és a moséfolyadéknak, - sza-
balyozhato vakuumrendszer. A bemeriilé sziir6tanyér dsszeallitasi rajza a 2. abran lathatd. Az allithato
perem egyrészt a kialakuld sziirblepény vastagsdganak mérésére, illetve az esetleges el6réteg vastag-
sdganak bedllitasara szolgal.

Szimdlepényperem
Fl: e Szlrdraszon

Szoritogyini vikuummérd

Perforalt lemez

2.1.4.3.2. dbra: A sziirétanyér részei

Ha elorétegezett sziirést vizsgalnak, akkor elészor a kivalasztott segédanyagot szivatjak ra a
szlirére. Ha eldréteg nélkilli a sziirés, akkor egybdl a vakuum ala helyezett tanyért meritik a
fermentlébe annyi idére, ahany masodpercig a dobsziird egy pontja a lébe meriil (t;). A réteg
kialakulasa kozben enyhe keveréssel a dobsziird tekndjében fellépohoz hasonlo kevertetési allapotot
tartanak fenn. A sziirési id6leteltével a tanyért a vakuum fenntartasa mellett kiemelik, majd a dob
forgasanak megfeleld szivatasi id6 multdn a mosofolyadékba meritik. A tovabbiakban is szigoru
idéprogram szerint kezelik, kiemelik a moso6folyadékbdl, szivatassal szaritjak, majd eltavolitjak a
szlir6lepényt. Ehhez leveszik a lepény védégytrijét, megmérik a szabadda valt réteg vastagsagat. Az
anyagmérleg felallitasahoz rendelkezésre all a sziirlet és a sziirblepény. A kapott adatok jol adaptal-
hatok az lizemi 1éptékre.

A kiilonféle fermentleveknél elorétegezéssel kapott jellemzoket az 5. tablazatban foglaltuk dssze.

2.1.4.3.1. tablazat: _ Jellemzd sziirési sebességek vakuumsziirésnél

Termék Mikroorganizmus Sziirési sebesség
kanamicin | Streptomyces kanamyceticus -0,7
linkomicin | Streptomyces lincolnensis 2,6 -3,3
neomicin | Streptomyces fradiae -11
eritromicin | Streptomyces erythreus 29-57
penicillin | Penicillium chrysogenum 12-16
proteaz Bacillus subtilis 0,9-37

2.1.5. A sziirés berendezései

A sziir6berendezések kialakitasa igen valtozatos, a hagyomanyos keretes sziirpréstdl a vakuum
dobsziirig sokféle konstrukcio jott 1étre. A kisebb teljesitményi sziir6k két alaptipusat mutatja be a 7.
abra. A legismertebb, a keretes sziir6prés (a) sorba rendezett sziirétartd keretekbdl 4ll, a szilard anyag
az elemek kozotti térben rakddik le. A szlird anyaga lehet a keretre szerelhetd vaszon, celluléz szlir6-
lap, esetleg fém (rozsdamentes acél). Nagyobb mennyiségi szlir6lepény kialakulasa esetén a sziirétér
megnovelhetd a kozbe illesztett nyitott (lires) keretekkel. Ezt a szir6tipust akkor célszerli alkalmazni,
ha viszonylag tomor, kis nedvességtartalmu sziirlepényre van sziikség. A sziird kapacitdsa, azaz a
szlirofeliilet, a beszerelt elemek szamaval gyakorlatilag fokozatmentesen valtoztathatd. A szétszerelés-
nél elkeriilhetetlen a rendszer megnyitasa €s az anyag manualis eltavolitasa. Emiatt mikodtetésiik
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20 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

meglehetésen munkaigényes, és a tipus nem ajanlott mérgez6 vagy bioldgiailag veszélyes levek szii-
résére.

_~ Szlrletelvétel

gyertyak

Kiszurt
anyag

‘ ;:« Betaplalas

~|
- }5/

4

szt anyag hiétale

2.1.5.1. abra: Sziirok

A masik tipusnal, a gyertyas sziirénél ez a probléma nem 1ép fel, ez zart rendszerben is mikod-
tethet6. A szintén fiiggéleges elrendezésti gyertyasziiré (d) esetében a hengeres sziiréelemek (gyer-
tyak) altalaban feliilre szerelt tartélapon helyezkednek el. A szilard fazis a gyertyak kiils6 feliiletén ra-
kodik le, ahonnan a folyadékdram iranyanak megforditasaval (backflush) 16khetd (moshatd) le. Az
anyagot azutan az als6 nagy atmérdju letiritd csonkon at tavolitjak el. A szlrletet a késziilék fejrészé-
bol vezetik el. A berendezés igy sok sziirési cikluson keresztiil zart rendszerben iizemeltethetd, de a
szlirbelemek cseréjéhez itt is meg kell bontani a rendszert.

2.1.5.2. abra: Nyomosziirdk

Kisebb anyagmennyiségek sziirésére széles korben alkalmazott sziir6berendezések a nyomoszii-
rok. Tulnyomassal miikodnek, ennek megfelelden egy nyomastartd edényben helyezkedik el egy vagy
tobb sziir6lap/vaszon. A sziirlepény eltavolitasara ezt a késziiléket is meg kell bontani, hatranyai
ugyanazok, mint a keretes sz{irGprésnél.
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2.1.5.1. A vakuum dobsziiré

A kisebb kapacitasu berendezések utan térjiink at a vakuum dobsziirdre.

A vakuum dobsziiré az egyik leggyakrabban alkalmazott szlirdberendezés. Az ipari antibiotikum-
gyartasban gyakrabban fordul el6, mint az dsszes tobbi szlir6tipus egylittvéve. Nehéz és lassu sziirések
megoldasara is mindig érdemes kiprobalni. Szinte korlatlanul 1éptékndvelhetd, nehezen sziirhetd levek
feldolgozasara is alkalmazhato. Miilkodtetése egyszerli, részben automatizalhatd is, ezért kicsi az
élémunka igénye.

A vakuum dobsziiré szellemesen oldja meg a szakaszos miitkodés folytonositasat. A hagyomanyos
dead end sziirés mindenképpen szakaszos miivelet, az indulasnal teljesen tiszta szlirofeliiletre fo-
kozatosan rakodik le a sziir6lepény, elér egy bizonyos vastagsagot, ekkor el kell tavolitani a kisziirt
anyagot, és a tiszta feliilettel kezd6dhet el6lrél a folyamat. Ezt a 1épéssort a dobsziir6 egy kortilfordu-
lasa alatt végrehajtja, tehat szakaszos, pontosabban ciklikus a miikddése. Az egész egységet tekintve
viszont azt tapasztaljuk, hogy folyamatosan tavozik a szlirlet és a sziirélepény. Ezt az ellentmondast
ugy oldhatjuk fol, hogy az egyes cellak, szegmensek miikodése ténylegesen szakaszos, de a faziselto-
lassal mikddtetett sok cella egyiitt mar kvazi-folytonos mitkddést eredményez.

Sokféle vakuum dobsziirét épitettek mar, a 1. abran egy tipikus konstrukcio felépitését és
miikddését mutatjuk be.

2.1.5.1.1. abra: Vakuum dobsziiro

Foegysége egy szektorokra osztott forgd dob, amely részlegesen a szlirendd 1ébe meriil. A nyomas
a dobon kiviil atmoszférikus, a dob szektorainak nagy részében viszont csdkkentett nyomas uralkodik.
A sziir6réteget a lassan forgod dob feliiletére feszitett sziirdvaszon, illetve az erre rarakodott anyagréteg
alkotja. A dob kiils6 feliiletére a bemeriilé zoénaban rakddik fel a sziirGlepény, a sziirlet a henger
belsejébe, a szivokamraba keriil. A 1ébdl kiemelkedve a folyamatos szivas kovetkeztében a szii-
r6lepény viztartalma csokken. A lepény feliilletére jutatott mosofolyadékkal, amit a vakuum szintén
besziv a dob belsejébe, az elvalasztas tovabb javithato. A folyamat kovetkezo szakasza a viztelenités,
esetleg szaritds. Az Osszefliggd folyadékfazis elfogytaval levegd aramlik at a sziirdlepényen, ami to-
vabb csokkenti a viztartalmat. Az utolso lépésre, a szilard réteg eltavolitasara, amit az abran késes
kaparoval mutatunk be, de tobb konstrukcidés megoldast is kifejlesztettek (10. abra). A kések mellett
gyakran alkalmazzak a lefuté zsinoros, illetve a végtelenitett sziirbvasznas megoldasokat is. Az elsdnél
a szlirévaszon feliiletén sirin egymas mellett (1-3 cm-re) vékony zsinorok fesziilnek, amelyeket a kés
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helyén egy gorgd elemel a dob feliiletérél. A zsindrok leemelik a szlirblepényt a vaszonrol, €s a
gorgonél elhelyezett tartoba vezetik. A masodik megoldasnal maga a sz{irévaszon ir le hasonld palyat,
a vaszon emeli el a kisziirt anyagot a dobrol, és a kis sugaru gorgdk altal kikényszeritett iranytorések
miatt az anyag levalik a vaszonrdl és a gyiijtébe hullik. A negyedik megoldasban egy nagy atmérdji
gorg6 érintkezik a szlirédobbal, a kisziirt anyag ennek a feliiletére tapad at, és errél tavolitja el egy ka-
paro.

Az utobbi harom megoldas nem alkalmazhaté abban az esetben, ha a sziirt eloréteggel kell el-
latni. A néhany centiméter vastagsagu el6rétegnek mindvégig rajta kell maradnia a dobon, ezt nem
célirAnyos egy fordulat utan levalasztani. Minden fordulatnal csak az elszennyez6dott feliileti réteget
valasztjak le, a tiszta feliiletli eléréteg meriil Ujra a sziirendd 1ébe. Ehhez nem megfelelé az egyszeri
kapar6, hanem precizen allithatd, menet kozben is el6tolhatd (hamozo)kést alkalmaznak. Szamottevo
kiilonbség az is, hogy mig az alapvaltozatnal a sziirélepény levalasztasat a megfelelé kamrara adott
talnyomassal segitik eld, addig az elérétegezett sziirénél minden kamraban allandéan vakuumot kell
fenntartani. Hatranyt jelent a keletkez6 szilard anyag mennyiségének ndvekedése, még akkor is, ha az
csak elhelyezend6 hulladékként jelentkezik.

A tovéabbiakban tekintsiik 4t a vakuum dobsziir6 méretezését. Ahogy a 1. abran lathatd, a folyamat
négy szakaszra oszthato:

1. rétegképzddés

2. aréteg mosasa

3. viztelenités

4. aréteg levalasztdsa

2.1.5.1.2. abra: Sziirélepény levalasztisa

A negyedik 1épés, a kisziirt anyag levalasztasa — mint lattuk - tobbféle modon torténhet (2. abra).
Ennek megvalasztasa fontos az egész mivelet hatékonysaga szempontjabol, de nem befolyasolja a
sziird méretezését. Ezért itt csak az el6z6 szakaszokat leird osszefiiggéseket vizsgaljuk.

Rétegképzodés

A szlr6 egy adott pontjan akkor kezd6dik meg a szlir6lepény kialakulasa, amikor az belemeriil a
1ébe. A folyamatos vastagodas akkor sziinik meg, amikor kiemelkedik a folyadékbol. Feltételezve,
hogy maga a szlirévaszon kis ellenallasi (Ry << Rc¢), a kovetkezd formaju differencialegyenletet
alkalmazhatjuk:

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




2. A sejtek elvalasztasa 23

10V ap
A dt xR

A sziiroréteg ellenallasat az 0sszenyomhatd anyagra felirt sszefliggéssel kifejezve:

R, :a.po.{\ﬂ:aupo.{\i](m)s

A

Az integralds kiinduldsi feltételéiil most is t=0, V=0-t valasztjuk, a végpont pedig a
kiemelkedéshez tartozo t; id6 és Vi sztlirlettérfogat.

LY. {V_}
2-(Ap)™° | A
A koriilfordulasi idovel (tc) is kifejezhetjiik a t; idot:
t, =4 t,
ahol S a hengerfeliilet bemeriil6 hanyada. Ezt a kifejezést alkalmazva:

\L{Z-ﬂ-tc'(Ap)l_ST
A p-a'p

A szilrlet fluxusara atrendezve lathatd, hogy egy adott konstrukcidji dobsziironél a bemertilés
mértékével (f) négyzetgyokosen novekszik a szlirési sebesség, mig a fordulatszammal (1/t;) szintén
négyzetgyokosen csokken.

A réteg mosasa

A sziir6lepény kialakuldsa utdn még jelentdés mennyiségli, oldott anyagokban gazdag oldatot tar-
talmaz. Ezt a Iémennyiséget altalaban mosassal (néha utdlagos préseléssel) tavolitjak el. A mosasnak
kettOs szerepe van: egyrészt kimossa, lecseréli a lepény pdérusaiban maradt folyadékot, masrészt erdsiti
a diffaziot a sejttomegbdl. Ez utdbbinak akkor van jelent6sége, ha a céltermék a sejten beliil he-
lyezkedik el.

A mosasnal két technologiai paramétert célszer(i szem el6tt tartani. Az egyik paraméter a sziir6le-
pényben marad6 fermentlé mennyisége, ez az alkalmazott mosoviz térfogatanak novelésével csokkent-
het6. A masik paraméter a mosdviz athatolasi sebessége a kialakult rétegen. Ezt a sziiréréteg vas-
tagsaga €s tulajdonsagai hatdrozzak meg, azaz kevésbé befolyasolhatd. A mosas iddigénye behatarolja
a dob forgéasi sebességét is. Vizsgaljuk meg a két faktor hatasat kiilon-kiilon.

crcr

r=Q1-¢)
Ahol
r=c/lco— a lepényben maradd és az eredeti fermentlé (oldott anyag) koncentracidjanak
hanyadosa
n=Vn/V, —amosdviz és a sziir6lepényben 1év6 folyadék térfogataranya
e — a mosas “hatékonysagi allandoja”

Az r arany a kiindulasi 1 értékrdl fokozatosan csokken, aszimptotikusan kozeliti a nullat. Az ¢
allando értéke szintén 0 és 1 kozé esik, a nagyobb értékek jellemzik a gyors és hatékony mosast.

A fenti hatvanyfiggvény analdég a Folyamatiranyitas targyban oktatott témakorrel, az idealis ke-
vert tartalyreaktorok valaszat egységugras zavarasra leir6 fiiggvénnyel. Az ott levezetett
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V,
C __m
— =g Ve

Co

Osszefliggés kitevOje ezesetben kiegésziil az empirikus In(1/(1 - ¢€)) allandoval.
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2.15.1.3. dbra: A mosas hatékonysdaga

Bar a szlir6lepény altal visszatartott folyadékban nincs keverés, az 0sszefiiggés mégis altalanosan
hasznalhaté a mosas leirasara. A modell és a kisérleti eredmények jo egyezését mutatja a 3. abra,
linkomicin fermentlé sziirésének példajan, két kiillonb6z6 pH-n.

Féllogaritmikus abrazoldsban az r maradékarany linedrisan fiigg a mosoviz térfogatatol. Az ossze-
fliggés birtokdban szamithatjuk a sziikséges mosofolyadék mennyiségét, illetve a visszamarado

A masik kulcskérdés a mosofolyadék aramlasi sebessége, fluxusa a rétegen keresztiil. Ez a fo-
lyadék mar nem tartalmaz szilard részecskéket, a réteg nem vastagszik tovabb, tehat ellenallasa allan-
do, és megegyezik a szlirési szakasz végpontjaban kialakult ellenallassal:

' \Y 2-p,-a'-t, -(Ap)*° :
N

A mosasnal igy a
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Osszefiiggés érvényes, ahol Vi, a mosoviz térfogata, t, pedig a mosas ideje. A gyakorlatban sokszor
célravezetdbb a sziirési és mosasi egyenlet hanyadosat hasznalni:

t Vv
b gV _p Y Vo
L f Ve Vi

=2-n-f

<

ahol V, a szlir6lepényben visszamaradt szlirlet térfogata, f pedig a visszatartott és az athaladt szirlet
mennyiségének hanyadosa. Ennek az egyszerusitett felirdsi modnak az alkalmazasat szemlélteti a
fejezet végén a 4. szampélda.

2.1.5.2. Sziirécentrifugadk

A sziir6centrifugdkat sokszor a centrifugalds muveleténél targyaljak, mivel a berendezések szamos
elemiikben hasonlitanak az {ilepit6 centrifugdkhoz. A miikddési elv azonban eltérd, itt nem a sii-
riségkiilonbségen alapulé iilepités valésul meg, hanem ez valdjaban sziirés, amihez a sziikséges nyo-
maskiilonbséget a centrifugalis erd altal megsokszorozott hidrosztatikai nyomas biztositja.

Betaplalas
Perforat dob /
Folyadékielszin
i
) g
e
Szlirlet Sz(irflepény

2.15.2.1. dbra: Sziirécentrifuga vazlata

Kialakitasa: a centrifuga forgérésze egy hengeres, palastjan perforalt dob (mint a haztartasi ruha-
centrifuganal), ennek belsé feliiletére rasimul egy szlirévaszon zsak. A dob fels6 behajlo pereme tartja
benn a folyadékréteget. A szabad csévégen at beengedett szlirend6 folyadékot a centrifugalis erdé a dob
palastjara teriti, a folyadék felszin kis fordulatszamoknal paraboloid, nagy fordulatszdmoknal
hengeres, a dob falaval parhuzamos alakot vesz fel.

A sziirlet athalad a sz{ir6vasznon és a dob nyilasain at kilép, a gyorsan forgd dob feliiletérdl csep-
pek formajaban kivagodik. Ezeket a kiilsé haz fogja fel, alul Gsszegylilik és altalaban szabad ki-
folyassal tavozik. A kisziirt anyag a dob belso feliiletén réteget képez. Itt az anyag helyben moshato,
illetve hosszabb porgetéssel vizmentesitheto.

A szlirOcentrifuga mitkddésének leirasahoz nem elegendd a dob atmérdjének ismerete. Ismerni kell
kirak6do réteg vastagsagat, és a folyadékréteg vastagsagat (a hozza tartozo sugarak R, és Ry) is. A dob
palastjanak magassaga L.
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2.1.5.2.2. dbra: Sziirécentrifuga fé méretei
A szamitasokhoz felhasznalt adatok:

Ry - az tires dob bels6 sugara

R. -a sziir6lepény feliiletének tavolsaga a tengelytol
R; - a folyadék felszinének tavolsaga a tengelytol

L - a dob magassaga

Felhasznalva az eddig targyalt 0sszefliggéseket a sziikséges nyomaskiilonbség:

A
Tp = HapV

Ahol | = (Ro — R;) a kirakodott sziir6lepény vastagsaga, v a linearis aramlasi sebesség.

A szamitasokat kiilondsen bonyolulttd teszi az, hogy mind a nyomas, mind az aramlasi sebesség
helyfiiggd, azaz valtozik a sugar fiiggvényében. A sebesség felirasanal figyelembe kell venni azt, hogy
a tengelytdl tavolodva ugyanaz a térfogataram egyre nagyobb és nagyobb feliileten oszlik meg, tehat a
linearis sebesség csokken.

v W
A 2mL
ahol W = térfogataram

Ezt a sebességet helyettesitjiik be a nyomas valtozasat leir6 egyenletbe:

dp B w
o —(ﬂapo)\/—(uapo)—z )

A létrehozott nyomaskiilonbség a folyadékoszlopra haté centrifugalis erével szamithato:
2 2 2
Ap=%-pa) (Ro _Rl)

A differencialegyenletet szétvalasztassal integralhatjuk, a nyomas fels¢ hataraként a fenti
kifejezést helyettesitve az
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_ Alpw?(RE ~R?)
ﬂapo In( RO / Rc )
Osszefiiggést kapjuk. A térfogataramra nézve ez a kifejezés jol hasznalhato.
Ha viszont idében kivanjuk leirni a folyamatot, akkor nehézségekbe iitkdziink, mivel mind W, mind
R. id6ben valtozik. Ennek a problémanak az analitikus megoldasa meghaladja targy kereteit, bonyolult

uton is csak koézelit6 megoldast ad. Ezért inkabb egyszeriibb megkozelitést valasztunk. Tekintsiik a
sziir6feliiletet sik lapnak, ahol a felillet A = 2rzl, a rétegvastagsag pedig | = (Ro — R;) A sik feliiletii

szliroknél hasznalt 6sszefiiggés
2
([ #apy !)
2Ap A

Bevezetjiik ezen kiviil a p. allandot, ez a sziir6lepény szilardanyag-tartalma, analdg a po-lal. Ennek
segitségevel anyagmérleget irhatunk fel a szilard anyagra:

W

POV = Pc A (RO - Rc)

BEVITT = KIRAKODOTT

ebbol:
V_p
=R, -R,)
A p
Visszahelyettesitve:
2
129 C
= Hep (RO _Rc)z
2pyAp

Ez az egyszertsitett megkozelités legtobbszor jol leirja a valds sziirési miiveletet.

A szirécentrifugak is ciklikus miikodésii berendezések, elobb-utdobb megtelik a dob, el kell ta-
volitani a lerakodott anyagot. A toltés felsé hatarat a dob felsd, befelé hajlo pereme szabja meg, elvileg
a peremig meg lehet tolteni a centrifugat. Gyakorlatilag, ha mar peremig all benne a sziir6lepény,
akkor nincs hely folotte a betaplalando folyadéknak, igy ezt az allapotot nem nagyon lehet elérni. A
kivant mennyiség felvitele utdn a tovabbi porgetés a sziir6lepényt hatékonyan vizteleniti. Ha mosasra
van sziikség, akkor azt a késziilék leallitasa nélkiil meg lehet oldani, ugyanazon a betaplaloé csévon ke-
resztlil, amelyen at a sziirendd anyagot bevittiikk. A mosas utan Gjabb viztelenités kovetkezik, majd a
Kinyert szilard anyagot el kell tavolitani. Ez torténhet a késziilék leallitasaval, illetve anélkiil. Allo
helyzetben az 6sszepréselt anyagot ki lehet kotorni manualisan, vagy Ki lehet emelni a késziilék felsd
peremének levétele utan daruval, vagy mas emeldszerkezettel. Ha a sziir6zsak elég erds, toltetével
egylitt kiemelhetd. Forgd gépbdl is el lehet tavolitani a szlir6lepényt megfelelden kialakitott késes ka-
paroval, amely ,.kihdmozza” a szilard fazist a centrifugabol. Ez sem jelent teljesen folytonos iizemet,
nem lehet egyszerre betaplalni és kikaparni, hiszen az anyag kivétele csak akkor lehetséges, ha a felii-
letét nem boritja folyadék. Raadasul a kapardoval a szlirdzsak megsértésének veszélye miatt nem lehet
tokéletesen eltavolitani a szilard anyagot, egy vékony réteget meg kell hagyni. A kikapart anyag elta-
volitasa legegyszeriibben graviticios tton torténhet. Ehhez viszont az elvételt lefelé kell megoldani,
ami az el6z6 abran bemutatott elrendezéssel nem valosithaté meg. Meg kellett valtoztatni a konstrukci-
ot, a késziiléket ,.fejre allitottak™. A forgdrész zart oldala a meghajtassal feliilre keriilt, a nyitott oldal a
betaplalassal és a hidraulikusan mozgatott benyul6 kapardval pedig alulra (3. dbra).
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2.1.5.2.3. dbra: Alul nyitott sziirécentrifuga

2.1.6. Mikrosziirés

Az eddigiek alapjan a szlir6lepényrél sok mindent elmondhatunk. Tudjuk, hogy a nyomasesés
tulnyomo részét ez okozza. Ismert, hogy az 0sszenyomhatd sziir6lepény megneheziti a szlirést és an-
nak matematikai leirasat is. Rdadasul ez az egyre vastagodo réteg teszi a sziirést tipikusan szakaszos
miveletté. Mindezek alapjan érdemes keresni a lehetséget a szlir6lepény nélkiili szirésre. Erre az
egyik megoldas az el6bb targyalt dobsziird, amelynél a dob feliiletérdl eltavolitjak a szliréréteget, ezal-
tal tiszta sziir6feliiletet hoznak 1étre. A masik lehet6ség a keresztaramu (cross flow, tangencialis szlrés
alkalmazasa, amelynek elvét a fejezet bevezetd részében mar ismertettiik. E technikanal a szliréfelii-
lettel parhuzamos (érintéleges, tangencialis) turbulens aramlast hoznak létre, amely megakadalyozza a
visszatartott anyagok lerakodasat. Az aramlasi kép kialakitasara valtozatos technikai megoldasokat
alakitottak ki, pl. keringetd szivattyuval fenntartott intenziv aramlés (1. abra), mechanikus keverés a
szliréfeliilet kozvetlen kozelében, vagy maga a sziirGelem forog nagy sebességgel a folyadékban. A
cirkulaciés megoldasnal technoldgiai feltétel a nagy linearis sebesség a szlirénél, ami azt jelenti, hogy
a keringetés sebessége legalabb egy nagysagrenddel meghaladja a sziirletét.

A mikrosziirés a membranmiveletek ko6zé tartozik, matematikai leirasat az ismétlések elkeriilése
végett késébb, a membranmiiveletek fejezetben targyaljuk.

A mikrosziirés kulcsa maga a sziirdanyag, a membran. Ezek a membranok vékonyak és mikropo-
rusosak. A poérusok kicsinyek és monodiszperzek, azaz kdzel azonos atmérdjiiek. Funkciojuk szerint
vissza kell tartaniuk a kivant szilard részecskéket, ugyanakkor lehetéleg gyorsan at kell engedniiik a
folyadékot. A kis atmérdjii porusok aramlasi ellenallasa nagy (kapillaris tartomany, Hagen-Poiseuille
egyenlet), ami nagy nyomaskiilonbséget tesz sziikségessé. Ez alapvet6 kiilonbség a hagyomanyos szii-
réanyagokhoz képest (sziirdvaszon, szlir6lap). Ez utobbiak ateresztOképessége nagy, aramlasi ellenal-
lasa kicsi. A megvizsgalt szampéldakban is lathatd, hogy a sziirGanyag ellenallasa legtobbszor elha-
nyagolhat6 a sziir6lepényé mellett. A membransziirésnél ez forditva van, mivel nincs szlir6lepény, az
egyediili ellenallds a membran nyomasesése.
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2.1.6.1. abra: Mikrosziiro

A mikrosziiré miikodhet szakaszos és folytonos tizemben is. A szakaszos eljarasnal nincs allandé
betaplalas, a retentatot recirkulaltatjak. A betaplalas legtobbszor hig szuszpenzid, ami a sziirlet el-
tavozasaval fokozatosan betoményedik. EkGzben a viszkozitas még a koncentraciondl is erételjeseb-
ben emelkedik, ezaltal a keringetés egyre nehezebbé valik. Szakaszos tizemben a betdményitett levet
idoénként leengedik, €s a berendezés kitisztitasa utdn jabb adag l1ével folytatddik a feldolgozas. Foly-
tonos lizemben a recirkulacio részleges, vagy hianyzik, 14. abran jel6lt pontokon folyamatos betapla-
lassal €s elvétellel az allandosult allapot hosszabb ideig fenntarthato.

Ha a szilard fazis (tokéletes) elvalasztasa, viztelenitése a cél, a mikrosziirésbdl kikeriilé koncen-
tratumot centrifugalassal vagy hagyomanyos sziiréssel dolgozzak tovabb fel.

Erdemes megvizsgalni a sziirok kialakitasat, alakjat. A mikrosziirésnél a sziirlet fluxusa sokkal
kisebb, mint a hagyomanyos sziir6knél. Ezt joval nagyobb sziir6feliiletek beépitésével ellensulyozzak.
A késziilék kiilsé méreteit viszont nem célszeri tulsagosan ndvelni, ezért a sziirdfeliiletek 6sszehajto-
gatasdval” igyekeznek minél hatékonyabb berendezéseket épiteni. Harom alapkoncepcio terjedt el: a
keretes Osszeéllitas, a spirdlmembran modul és a csémembran modul.

A keretes elrendezés 1ényegében megfelel a keretes szlirdprésnek, megfelel6 membrannal felsze-
relve. A feliilet / térfogat arany a legkisebb, de eldnyére sz6l, hogy eltomdédésre kevéssé hajlamos,
szétszereléssel konnyen tisztithatd, és membranszakadas esetén csak egy, viszonylag kis feliileti és ér-
tékii darabot kell kicserélni.

A spiralis tekercsmembran és a csémembran modulok feliilet/térfogat aranya kedvezObb, de
érzékenyebbek pl. az eltomddésre. A spiralis membrantekercs egy jokora boritékra vagy foliazacskora
emlékeztet, amelynek a belsejébe taplaljak be a levet, és a kiilso feliileten jelenik meg a sziirlet. Az
egész lazan feltekerve egy hengeres hazban (modul, patron) helyezkedik el. A csdémembran modulok
(hollow fiber) felépitésiikben a cséves hdcserélokre emlékeztetnek, csak éppen a csovek helyén né-
hany mm vastagsdgi mikroporusos csémembranok taldlhatok. A folyadék a csdvecskék belsejében
aramlik, a falon atlép6 sztirlet a csovek kozott, a “kopenytérben” jelenik meg. Mindkét modulnal a
membran karosodasa esetén az egész modult cserélni kell.

E rovid attekintés utdn még egyszer felhivjuk a figyelmet arra, hogy tovabbi informéaciok
talalhatok az analdog miivelet, az ultrasziirés kapcsan a Membranmiiveletek fejezetben.

2.1.7. A sziirés osszefoglalasa

A sziirés a hig biologiai szuszpenziok (pl. fermentlevek) szétvalasztasanak sokrétiien alkalmazhatd
mivelete. Végrehajtdsara sokféle kialakitasu berendezést alkalmaznak. Ezek koziil egyesek (pl.
keretes szlirprés, szlirdcentrifuga) a vegyiparban is elterjedtek, mig pl. az elorétegezett vakuum dob-
szlr0 a biologiai ipar specialitasa.
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A levezetett matematikai Osszefiiggések megfelelok a legtobb kisérleti eredmény interpretalasara,
de nem adnak elegendd alapot a tervezéshez laboratoriumi kisérletek nélkiil. Ez visszatér majd a to-
vabbi miiveletek targyalasa soran is, a bioldgiai anyagok viselkedése laboratoriumi vizsgalatok nélkiil
nem modellezhetd. Az anyagi jellemzdk altalaban nem szerepelnek a tablazatokban, ezeket az adott
feladat megoldasahoz meg kell hatarozni, €s azutan lehet az 6sszefiiggésekben felhasznalni.

Sok biologiai szuszpenzidé nehezen sziirhet6. A sziirés lassu, a keletkezé sziirGlepény Ossze-
nyomhatd ragacsos massza. Ezekben az esetekben gyakran segit a szlirsegédanyagok adagolasa, bar
ennek megvan az a hatranya is, hogy a koltségeken kiviil névekszik az elhelyezend6 szilard hulladék
mennyisége is. Ha a sz{irés nem oldhaté meg gazdasdgosan, megfontolando a centrifugélds alkalmaza-
sa, ami mar a kovetkez6 alfejezet témaja.

2.2. Centrifugdlas

A mivelet célja ugyanaz, mint a sziirésnél: a vizes fazisbol a lebegd részecskék elvalasztasa. A
mikodési elv azonban eltérd. A szlirés méret szerinti elvalasztas, a centrifugalas (lilepités) viszont
strliség szerinti. A stirliség-kiilonbség szerint kétféle elvalasztas lehetséges: - a sejtek, csapadékok sii-
risége a viznél (fermentlénél, anyalugnal) nagyobb, ezek miivelet soran lelilepednek. Mas rendszerek-
nél (pl. tej — tejzsir) a lebegd zsirtartalmu micellak stirtisége kicsi, ezek feliilepednek (tejszin). A cen-
trifugdk szerkezeti kialakitasa altalaban csak az egyik feladat ellatasat teszi lehetévé. A biomérnoki
gyakorlatban a nehéz fazis elvalasztasa a jellemz6 miivelet, igy csak ezekkel a berendezésekkel foglal-
kozunk.

A miiveletek helye a feldolgozasi sorban azonos, az els6 fazisban a sejtek elvalasztasara, a ké-
sObbiekben mindenhol, ahol szilard-folyadék elvalasztasra van sziikség (sejtfeltaras utan, kristalyosi-
tas, csapadékképzés utan).

A centrifugalds miveleténél is problémat jelent a folytonositas. A centrifugalas (iilepités) alap-
jéban véve szakaszos mivelet, a szuszpenziobdl kiiilepedd részecskék lerakodnak a késziilékben, és
idovel ezeket el kell tavolitani, és kezdddhet elolrdl a ciklus. A folytonositas lehetdsége analog a
keresztaramu sziiréssel. Ott a szilardra préselt szlir6lepény helyett egy betdményitett sejtszuszpenziot
vettiink el, a folyadék halmazallapota be- és kilép6 aramokat folyamatosan aramoltathattuk at a készii-
Iéken. A megoldas a centrifugalasnal is hasonlo: ha a lecentrifugalt tomeget nem tomoritjiik be, hanem
egy siri, de még folyékony szuszpenzidt alakitunk ki, ez a fazis folyadékként elvezetheté. Ez a
megoldas ipari Iéptékben is alkalmazhatd, az élesztégyartasnal példaul a sejteket szeparaljak, és strt
»elesztétejet” allitanak eld.

A miiveletvalasztasnal szerepelt az a heurisztikus szabaly, vagy inkabb csak ajanlas, hogy: ,,csak
akkor centrifugalj, ha szliréssel nem lehet megoldani az elvalasztast”. Ez a tanacs azon alapul, hogy a
centrifugak altalaban miiszakilag igényesebb, dragabb berendezések (nagyobb beruhazasi koltség), és
nagy fordulatszamu és teljesitményii motorjuk folyamatos iizemel (nagyobb mikodtetési koltség).

2.2.1. Alapfogalmak

A centrifugalasnal az tilepedés folyamata ugyanigy megy végbe, mint a gravitacios iilepedésnél, azzal
a kiilénbséggel, hogy itt a részecskére hatd gyorsitd eré nem a stlyerd, hanem a centrifugalis erd.
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felhajtoerd

moIekuﬁk mnhatésok

részecske

nehézségi erd

2.2.1.1. abra: Az iilepedo részecskére hato erék

A részecskére hato ered6 gyorsitd er6t a két erd eredéje (Centrifugalis er6 minusz felhajtoerd) adja.
d*n
Foy = {—6 (ps=p) fa

Centrifugalasnal a gyorsulas: a = ©° * r, iilepedésnél pedig egyszertien g.
Az abran nem szerepel a harmadik fellépé erd, a kozegellendllas, mert az sebességfiiggd, alld
helyzetben nem miikodik. Levezethetd a Stokes-torvénybol, gomb alaku részecskére:

Fx=3druv

Az Osszefliggés csak a laminaris tartomanyban, a

Re <1 (d\/_p <1)
U

feltétel teljesiilése esetén érvényes. Ez a sejtek mérettartomanyaban mindig teljesiil.

A gyorsitd erd igyekszik a szemcse sebességét novelni, a kozegellenallas viszont a novekvd se-
bességgel aranyosan egyre erésebben fékezi. Egy rovid atmeneti szakasz utan a gyorsitd €s kozegel-
lenallasi erék kiegyenlitédnek,

ng = Fk
a részecske nem gyorsul tovabb, hanem egyenletes sebességgel halad:

d*(p, - pa
18u

V=

ez a sebesség fiigg a sugartél, mert a = r-o? . A tengelytél valé tavolodassal az allandosult sebesség
linearisan nd.
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Az altalanos elvek tisztazasa utan ennél a miveletnél is bioldgiai iparok sajatsagait vessziik sze-
miigyre. A sejtek centrifugalasanal érdekes jelenségek 1éphetnek fel, amelyeket egyszer(, inert, merev
részecskéknél, kristalyoknal nem tapasztalunk.

Kis koncentracional, ahol az egyes sejtek tavol vannak egymastdl, nincs kozottiik kdlesonhatas, az
elméletnek megfelelden viselkednek, nincs eltérés.

Nagyobb koncentracional a sejtek kozelebb keriilnek egyméshoz, elektrosztatikus, vagy mas kol-
csonhatdsok 1éphetnek fel. Vonzas esetén a sejtek aggregdlodhatnak, Osszetapadnak, nagyobb cso-
mokat, pelyheket képezhetnek. A nagyobb részecskék pedig gyorsabban iilepednek, igy ez a jelenség
eldnyos az elvalasztas szempontjabol. Taszitas esetén sejtek tavol maradnak egymastol. Azonos mére-
tli, azonos toltésh €s toltéserdsségii sejtek esetén mindegyik szomszédjuktdl egyenld tavolsagra torek-
szenek. Igy sajatos, rendezett szerkezet jon létre, a sejtek kozelitéleg felveszik a hatszoges/tetraéderes
elrendezddést, és ebben az alakzatban haladnak 4t a folyadékon.

Amikor a sejtek elérik a késziilék falat, lerakddnak és iiledéket alkotnak. Ez az iiledék a sejtekbol
allé szlirélepényhez hasonldan a terhelés, nyomas hatasara deformalddik, Gsszepréselédik, nem tartja
meg a szerkezetét, mint a kristalyos anyagok.

2.2.2. Késziiléktipusok

A centrifugdk mindegyike forgasszimmetrikus, de geometridjukban, az anyagaramok vezetésében,
iiritésiik modjaban nagy kiilonbségek vannak.

2.2.2.1. Csdcentrifuga (szupercentrifuga, tubular bowl)

A legegyszeriibb forgéstest a henger, a csdcentrifuga forgorésze ilyen, latszélag egyszerti felépitésti. A
csoszerll forgdrész két végén a peremek tartjdk vissza a folyadékot, és allitjadk be a folyadékszintet.
Alul torténik a betaplaléas, a folyadék végig vandorol a fal mentén a rotor felsé végéhez, és ott a
peremen atbukva tavozik. Aramlas kozben a centrifugélis erd kiiilepiti a részecskéket a forgorész
falara.

Motor

o A résrecskék palyap
R : B (lepedeés I
R

NN Mohy

Kiilsé haz

Feliiliszé6 ——

Feliiluszé

®
syuely
m

Tom or fali forgorész

Uledék,

2.2.2.1.1. abra: Csdcentrifuga

A sejtek trajektoridja két mozgasbol tevodik Ossze. Fiiggdlegesen, tengelyiranyban a folyadékaram
viszi magaval, egyenletes sebességgel. A linearis sebesség a térfogataram és az aramlasi kereszt-
metszet hanyadosaként irhat6 fel:
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a_w

dt (RZ-R’)r

Sugariranyban pedig a mozgas sebessége nem allando, a tengelytdl tavolodva gyorsul:

dr_d®
dt 18u

(ps - p) rmZ

A gyorsuld mozgas miatt a palyagorbe nem lesz egyenes, egyre meredekebben kozeledik a falhoz.

d2

Ebben a kifejezésben: —
18u

(ps—p)9 = Vg = gravitacios iilepedési sebesség

A centrifuga teljesitményét, azaz maximalis folyadékterhelését arra a kedvezdtlen esetre allitjuk
be, ha a belépd részecske a legtavolabbi pontbdl indul (R;). Még ennek a sejtnek is az L tavolsagon
valé végighaladas kozben el kell érnie a falig. Ha ez bekovetkezik, akkor minden mas sejt is kitilep-
szik kozben. Ha nem, akkor a sejt a folyadékban lebegve marad, és van esély ra, hogy a kilépd feliilu-
sz0 magaval viszi, és zavaros lesz a kilép6 1é. Az integralés hatarfeltételei tehat:

Ry L

jdr:jdl

R 0
ﬁ B rw’ 7Z'(R02 - Rf)
d g W

Elvégezve az integralast, és a térfogatdramot kifejezve a:

7(R? - R? )L’
* 9*I(R,/R,)

W=v

kifejezést kapjuk. Ez a térfogataram a csdcentrifuga maximalis kapacitasa az adott elvalasztasra. Ha
megvizsgaljuk az dsszefliggést, akkor két tényezore egyszerisithetjiik.

W=y, *Z

Itt v, tartalmazza az anyagi rendszerre (a részecskére ¢és a folyadékra) jellemzd adatokat (szem-
cseméret, siriségek, viszkozitas), mig a ¥ paraméter a késziilék jellemzoit (sugarak, fordulatszam,
hossz). A X értékek ismeretében egy berendezésen végzett mérések eredményeit atvihetjiik mas készii-
1ékekre is.

A cs6centrifugakkal igen nagy gyorsulas (10-20.000 g) is elérhet6 (~10 cm-es sugar és 10-15.000
/perces fordulatszam mellett). Nem csak sejtek, hanem sejttérmelékek levalasztasara is alkalmas. Ilyen
feladat meriil fel példaul sejtfeltaras utan, vagy virusszaporitas utan a felbomlott sejtek darabjainak
eltavolitasanal. Feldolgozasi kapacitasa a tobbi centrifugdhoz viszonyitva kicsi. Szakaszos miikodésti,
a kiiilepedett sejtek eltavolitasa kiilon miiveletben torténik.
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2.2.2.1.2. abra: Csdcentrifuga (katalégusfoto)

2.2.2.2. Kosaras centrifuga (Imperforate basket centrifuge)

e P BETAPLALAS
A3 = L
]
:; FELULUSZO
{UILEDEK
FORGORESZ
. K(ILSO HAZ
= FELULUSZO

2.2.2.2.1. abra: Kosaras centrifuga

A forgérész kialakitasa ennél is hengeres, de az aranyok masok: nagyobb a dob atmérdje, kisebb a
hossza. Feliiletesen vizsgalva hasonlit a sziircentrifugahoz, de a dob fala nem perforalt, és nincs beliil
szlirovaszon. Ez a készilék ténylegesen centrifugal, nem sziir. A nagyobb atméréji és tomegi
forgérészt kisebb fordulatszamra lehet felporgetni, kisebb az elérheté g érték, de nagyobb a
terhelhetésége, és az liledéktarolo kapacitasa.

Miikodésének leirasara ugyanazok az dsszefliggések hasznalhatok, mint a csGcentrifugaknal.
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2.2.2.3. Lemezes (disc stack) centrifuga

Mar a klasszikus iszap-iilepité medencéknél felismerték, hogy az iilepités sebessége nagymértékben
javithato, ha a zagyba ferdén parhuzamos lemezeket helyeznek el. A javulas oka az, hogy lecsokken az
ilepedési uthossz. Az lilepedd részecskének nem kell megtennie a tejes utat a folyadék felszinétdl a
fenékig, hanem elegendd a két lemez kozotti tavolsdgon végighaladni. fgy hamarabb eljut a ferde
szilard feliilethez, azon lecsuszik a medence aljara, és ott Gsszegytilik.

Ugyanezt az elvet vették at a lemezes centrifugak épitdi is. A sugariranyban iilepedd részecskék
utjaba ferde fémlemezeket helyeztek, olyan siirlin, hogy az iilepedési iithossz alig 1-2 mm-re csokkent.
A ferde lemeznek megfeleld forgastest a kuppalast, pontosabban csonka kiip palast alaka lemez. Ezek-
bl tobb tucatnyit raknak egymasba olyan siirlin, hogy koztiik 1évo tavolsag koriilbeliil azonos a lemez
vastagsagaval — a lemezek kozti tavtarto csikok ugyanolyan vastag anyagbol késziilnek, mint maguk a
tereld elemek.

A lemezes centrifugdk szakaszos és folytonos ilizemre egyarant kialakithatok. Szakaszos
mik6désnél az tiledék a centrifuga legszélesebb részénél halmozodik fel, onnan idénként, ciklikusan
el kell tavolitani. Folyamatos tizemnél a besiiritett szuszpenzidt még folyékony allapotban
folyamatosan kivezetik a késziilékb6l. Ez utdbbi kialakitasu berendezést eredetileg a vegyiparban két
oldészer (konnyli és nehéz olddszer) extrakcid utani szétvalasztasara fejlesztették ki. A kétféle
konstrukciot mutatja be az 1. abra.

SZETVALASZTO
(SZEPARATOR)

ULEPITO

2.2.2.3.1. abra: Ulepitd és szétvalasztoé centrifugdk
A fazisok mozgasat a lemezes centrifugdban szemlélteti a 2. abra.

A részecske mozgasanak matematikai leirdsdhoz kiilon célszer(i vizsgalni a palyagorbét kialakito
két sebességvektort. Mindkét komponens fliggvénye a sugarnak, igy pontrol pontra valtozo iranyt €s
nagysagu eredd sebességet kapunk.

A lemezek kozott, azokkal parhuzamosan aramlo folyadék viszi magaval a lebegd sejteket (kon-
vekcid), ennek sebessége nem allando, mert a sugarral valtozik a keresztmetszet. Az anyagmérlegbdl:

W W

Vo =— =

A n2arl

ahol:  n - alemezek szama
| - a lemezek tavolsaga
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2.2.2.3.2. abra: A fazisok mozgasa lemezes centrifugaban

Részecskek palyaja

4

centripetalis gyorsulas

2.2.2.3.3. dbra: A részecskék mozgdsa lemezes centrifugaban

(Ez a feliras csak jo kozelités, mert nem veszi figyelembe a csatornan beliili sebességkiilonbsége-
ket, az aramlasi profilt. Még turbulens, dugattyuszerii aramlasnal is a fal melletti hatarrétegben az
aramlas sebessége nulla, és ez teszi lehetdvé, hogy a falra kitapadt részecskék a folyadék aramlasaval
ellentétes iranyba mozogjanak.)

A masik komponens a centrifugalis er6 és a kozegellenallas altal 1étrehozott allandosult tilepedési
sebesség:

Ahol: vy - a korabban bevezetett gravitacios lilepedési sebesség
A két vektor nem merdleges, az eredd kiszamitasahoz rogziteniink kell egy jol kezelhetd koordina-
tarendszert. Legyen ennek x tengelye parhuzamos a lemezekkel, azaz vq iranya. Ekkor v, X-komponen-
se ellentétes iranyu vy -lal, az ered6 a kettd kiilonbsége lesz:
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dx :
— =V, -V, sind
dt

ha a lemezek elég kozel vannak egymashoz (I kicsi az Rqo-R; csatornahosszhoz képest), akkor v >> v,
azaz:

dx W
— =V, =
dt 27 In

A lemezekre mer6leges komponens:

d ro’

& =V, C0s6 =V, 9 coso

dt g

a trajektoria egyenlete:
dy 2zInv o’
Y _ Y r2cose
dx Wg
Figyelembe véve, hogy:
r=(R, —xsing)

A valtozot x-re valtva
2
dy _ 27In V@

i Wg (RO —Xxsing )2 cos &

az integralds hatarfeltételei:
Ro—R,)/siné

dey:( Idx
0

0

A csocentrifugahoz hasonloéan itt is az a feltétel, hogy a lemezek ko6zott athalado részecske az
athaladas ideje alatt tegyen meg | iilepedési utat, azaz érje el a kiils6 lemez feliiletét és tapadjon ra.
Elvégezve az integralast és W-re atrendezve a maximalis terhelhetdség:

2w
39

W=y, (RE-R)ktgo=v,=

W=y, > X

A kifejezést a csOcentrifuganal elvégzetthez hasonloan két paraméterbe tomorithetjik. Itt is vy
tartalmazza az anyagi rendszerre (a részecskére és a folyadékra) jellemz6 adatokat (szemcseméret, sii-
riiségek, viszkozitas), mig a ¥ paraméter a berendezés jellemzoit (sugarak, fordulatszam, kapszog, le-
mezek szama). Erdemes megjegyezni, hogy a lemezek tavolsaga (1) a levezetés soran kiesett ugyan, de
n (a lemezek szama) formajaban viszont szerepel az dsszefliggésben. Minél tobb lemezt helyeziink el
az Ro-R; tavolsagon, annal nagyobb lesz a centrifuga terhelhetosége.

Az ilepit6 rendszer(i lemezes centrifugak lritésére tobbféle megoldast dolgoztak ki. A lepény a
késziilék legszélesebb részén halmozodik fol. Ide az anyag kiengedésére nyithatd réseket, fuvokakat
épitenck be, amelyek a felhalmoz6dé nehéz fazis megnovekedé nyomasanak jelére pillanatszertien
nyilnak, és kiengedik az iiledéket.

2.2.2.4. Dekanter centrifuga

Strli iszapok folyamatos levalasztasara fejlesztették ki a dekanter centrifugékat. Beépitett szallitd
csiga eleme folyamatosan kaparja a lerakodott iszapot és kitolja a késziilékbdl (1. abra).
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Kilsé haz
Betaplalas  Belsé forgorész ‘ KUIsc'S\forgérész
A
| Motor

e L
T [}
Feliluszo- Szallitocsiga Iszap
elvétel kilépés

2.2.2.4.1. abra: Anyagaramlas a dekanter centrifugaban

A betaplalas a tengelyben benyuld csovon at torténik. A belsd, perforalt forgorészben eloszlik,
majd a lyukakon keresztiil kilép a kiilsé forgorészbe. Itt torténik meg az iilepités, az iszap lerakodik a
kupos rotor falara, a feliilluszo ezen beliil helyezkedik el. A belso forgorészre szerelt szallitocsiga (24.
abra) annyira benyulik a folyadékba, hogy majdnem eléri a kiils6 rotor falat. A két forgorész fordulat-
szama nem azonos (kiilon allithato), igy a sebességkiilonbség miatt a csiga a lerakodott iszapot a ku-
pos test sziikebb vége felé mozgatja. A kupos feliileten ,,folfelé” kotort iszap kiemelkedik a folyadék
felszine alol, és a rotor végén kialakitott nyilasokon keresztiil kicsapddik a kiilsé hazba. A tiszta feliil-
usz06 a masik végen tavozik. A kiils6 forgorész pereme allitja be a folyadékszintet, a peremen atbuko
feliiluszo kicsapodik a hazba, és elvezetik.

2.2.2.4.2. abra: Dekanter centrifuga rotorja

A dekantereknek tobb elényos tulajdonsaga is van mas tipusokkal szemben. llyen, hogy nagyon
stirii zagyok, iszapok is feldolgozhatok vele. A fordulatszdmok megfeleld beallitasaval lehet az isza-
pok viztartalmat szabalyozni, hosszabb tartozkodasi id6vel hatékonyan lehet vizteleniteni. Az iszap el-
tavolitdsa folyamatos, ténylegesen megvalosithatd a folytonos iizem. Robosztus, 1éptéknovelhetd ké-
sziilékek, nagy teljesitményekre is épithetok.

Héatranyos tulajdonsagaik koz¢ tartozik, hogy a kettds, kiilon-kiilon szabéalyozhat6 forgorész miatt
gyartasa magas miiszaki szinvonalat kdvetel, emiatt kevés cég gyartja, és az arak magasak. Az elérhetd
G értékek nem tal magasak, ezért kisméretii sejtek (pl. baktériumok) levalasztasara nem alkalmasak,
inkabb durvabb zagyok, pl. eleveniszap feldolgozasara hasznalhatok.

A dekanterek széleskorii alkalmazhatosagat jelzi, hogy tobbféle valtozatot is kifejlesztettek
kiilonféle elvalasztasi célokra.
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Szuréssel kombinalt dekanter:

Az el6z6ekben bemutatott dekantert ugy egészitették ki, hogy a folyadékbol kiemelt anyagot a
kaparé egy hengeres szlréfeliileten viszi végig, ekdzben a viztartalma kipréselddik, jelentésen csok-
ken.

\ .rwm»-odwwmh.,. =

| B

{ mmmmmm---““-' |

2.2.2.4.3. dbra: Sziiréssel kombindlt dekanter

Haromfazist dekanter:

Szilard anyagok elvalasztasa mellett két, nem elegyedd folyadékfézis elvalasztasara is alkalmas. A
folyadékoldali elvételt gy modositottak, hogy a tiszta feliilluszobol két szinten - az ,,aljarél” és a , te-
tejérdl” veszik el az oldoszereket. A ndvény- és asvanyolaj-ipari technologidkban van szerepe.

\ Pl‘h‘lﬂaﬂn\dt {480

el N N ..Au...dm...‘ _..f.,

e |
- AT (=~ o

2.2.2.4.4. dbra: Haromfazisu dekanter

Trikanter, censor:

Ez is harom fazis szétvalasztasara késziilt, de kétféle szilard frakciot valogat szét a siirtiség-
kiilonbség alapjan (a folyadéknal nagyobb és kisebb siirtiségli, letileped6 és feluszo frakcid). Ez még
Osszetettebb felépitésii, két szallitocsigat is tartalmaz, amelyek a késziilék két vége felé mozgatjak a
szilard anyagokat (5. abra). Az abra jobb oldala ugyanigy miikodik, mint az alaptipusnal. A masik
csiga a bal oldalon a folyadék felszinén lebegé kisebb fajstilyl anyagot mozgatja a bal oldali kupos
rész felé. Ott az anyag kiemelését, és kidobasat a nehéz fazishoz hasonléan oldjak meg. Az elrendezés
érdekessége, hogy a folyadék elvétele kdzépen torténik, egy benyuld szintszabalyozo tilfolyd csovon
keresztiil.
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2.2.2.4.5. dbra: Trikanter

A biomémndki gyakorlatban nagy méreti trikantereket haszndlnak a keményitd iparban, ahol a
gabonak keményito és fehérje frakcioinak szétvalasztasara alkalmazzak.

2.2.3. Léptéknovelés, dsszehasonlitas

A centrifugdk technologiailag nem rugalmas berendezések. A mechanikai méretek (sugarak,
hosszisagok, peremek, szogek) nem valtoztathatok. Két paraméter szabalyozhatd, a fordulatszam és a
betaplalasi sebesség. A fordulatszamot viszont altalaban a maximalis értéken tartjak, valdjaban ez sem
variabilis. A betaplalas maximalis &ramat a minden centrifuga tipusra kiszamitottuk.

A laboratoriumi csoves centrifugaban végrehajtott szakaszos kisérletek eredményeinek alapjan
nem lehet a folytonos ipari miiveleteket tervezni. Ipari berendezések kozott viszont az adatok atvihe-
tok, a 1éptéknovelés megoldhatd. A gyakorlatban kétféle egyszeriisitett szamitasi modot alkalmaznak:

Nem egzakt, de egyszerii szamitasi mod a

G.t=allando

kritérium hasznalata. Azaz az alkalmazott G = ®” Ro/g érték és a centrifugalas idejének szorzata a
kiilonb6z6 késziilékekben legyen allando.

Elméletileg megalapozott eljaras a
W=y, 2

formula hasznalata, ahol
— a gravitacios iilepedési sebesség (az anyagi rendszerre jellemz6 konstans)
Y — a késziilék paramétereibdl szamithato értek, minden késziilékre mas és mas.
Ennek alapjan akar eltérd tipusu centrifugak terhelhetoségét is at lehet szamitani.

A Dbiologiai iparban a sejtek elvalasztasa mellett mas mérettartomanyban is hasznalatosak a
centrifugak.

2.2.3.1. tablazat: _ Egyes biologiai rendszerek lecentrifugdlasdahoz sziikséges Gt értékek
(tajékoztato adatok):

G*t (10°) sec

Eukariotak, algak 0,3
Baktériumok 18
Feltart sejtek 54

Ribo- és egyéb szomak 1100

Végezetiil néhany centrifugatipus 6sszehasonlitasa:
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2. A sejtek elvalasztasa 41

2.2.3.2. tablazat: _ Centrifugatipusok dsszehasonlitasa

Tipus Betaplalhato lebego Terhelhetoség
anyag tartalom (%) Winax (M¥/h)
Csdcentrifuga 0-1 150
Lemezes (szakaszos elvétel fuvokan) 0,01-10 200
Lemezes (szakaszos elvétel réseken) 0,2-20 100
Lemezes (folytonos elvétel fuvokan) 1-30 300
Dekanter (szallitocsiga) 5-80 200

2.3. Szamitasi feladatok

1. példa: Streptomyces sejttomeg (fonalas) sziirése antibiotikum fermentléb6l. A fermentléhez sziir6se-
gédanyagot adva laboratoriumi teszt-sziirén a kovetkezd adatokat kaptuk:

2.3.1. tablazar BINGDIGER

sziirési idé (s) sziirlettérfogat (1)
5 0,040
10 0,055
20 0,080
30 0,095

A sziirblap feliilete 1 dm? , a sziirlet viszkozitasa 1.1 cP, a nyomasesés 520 Hgmm, a 1¢ 15 kg/m3
szilard anyagot tartalmaz. Hatarozzuk meg a sziirélap ellenallasat (Ry) és a szilard réteg fajlagos
ellenallasat (a)!

Megoldas: Az alapegyenleteknek megfelelden abrazoljuk az (At/V) értékeket a (V/A) fiiggvényében (1. abra):

—
D 28t
=
[$) -
b
o 24
E
2 20
b
< - X
1.6
12
08}
04
0 y | 7 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
: 2
V/A liter/m

2.3.1. dbra: Sziirési diagram
Az egyenes tengelymetszete gyakorlatilag zérd, tehat Ry = 0, azaz a sziir6lap csak elhanyagolhato

ellenallast képvisel.
Az egyenes meredeksége leolvasva
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42 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

2
t(éj = HoP _ 3.1-10° sec/m?
Vv 24p

Ebben az esetben az egyszerisitett, kvadratikus 6sszefiiggés hasznalhato:

(AJZ 2-Apt
— =a
V) u-p

o=2,57 «10"° m/kg

Behelyettesitve:

2. példa: Proteaz tartalmu fermentlé sziirése. A Bacillus subtilis mikroorganizmus altal termelt mo-
sOszer-proteazt tartalmazo fermentléhez a sejttomeg 1,3-szorosanak megfelelé mennyiségii Cellatom
sziirdsegédanyagot adtunk. Az igy kapott 1¢ szilardanyag-tartalma 3,6 %, viszkozitasa 6,6 cP. 5 cm
atmérdjii Biichner tolcséren vakuummal 100 ml levet 24 perc alatt sikeriilt leszirni. Az elévizsgalatok
szerint a sziir6lepeny 6sszenyomhato, s értéke 2/3. A feladat 3000 1 el6kezelt fermentl¢ szirese keretes
sziirdprésen. Ez 15 elembdl all, sztréfeliiletiik 3520 cm . A szlréelemek kozti tér iires keretekkel
novelhetd, igy a teljes anyagmennyiség egy menetben, szétszerelés nélkiil lesziirhetd. A sziirdvaszon
ellenallasa a kialakulo réteghez képest elhanyagolhato, a maximalis megengedett nyomasesés 4,5 bar.

a) Mennyi ideig tart a szlirés 3,5 bar nyomassal?

b) Mennyi ideig tart feleakkora nyoméassal?

Megoldas: Els6ként a sziiréréteg jellemzdit hatdrozzuk meg. A feladat szerint a szlirGvaszon el-
lendllasa elhanyagolhato, igy az egyszeriibb masodfoku dsszefiiggést hasznalhatjuk:

o[ matpy H
2.Ap"° | | A

o' p, =2:2460-sec- (10° Pa)“{

Az értékek behelyettesitésével:

5%. 7 -cm? ’
4100-cm?®
u-a'p, =5153-10" sec / m?*(Pa)*"*

A kapott szokatlan dimenzid o értelmezésébol kovetkezik.
a) A féliizemi folyamat adatait behelyettesitve:

, 2 10V 2 113 2 2
S PAAY (\Lj _5513-10" secm” (P2) 3| ~29500 sec~82 ora
2-Ap A 2.(3,5-1C0 Pa)'® 2150,352 m

érdemes megjegyezni, hogy a megadott viszkozitas és koncentracié adatokat nem is hasznaltuk fel a
szamitasokban. Ezekre csak akkor van sziikség, ha a u-a’po Szorzat helyett a’ kifejezésére kény-
szeriliink.

b) Ha a nyomaskiilonbség a felére csokken, a fenti egyenlet behelyettesitéssel t = 10,4 orat ad. Az
id6sziikséglet csak kismértékben novekszik (kobgyokos dsszefiiggeés).

3. példa: Deformalhatatlan szteroid kristalyok szlirése. Kristalyositas utan a szitoszterol kristalyokat
elhanyagolhato ellenallasu iivegsziirén valasztottak el. A laboratoriumi miivelet adatai:

a kristalyok tdomege: 62 g

nyomaskiilonbség: 1 bar

a szir atmérdje: 5,1 cm
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2. A sejtek elvalasztasa 43

rétegvastagsag: 125cm
szlirési 1d6: 163 perc

A kristalytomeg gyakorlatilag Osszenyomhatatlan. A laboratoriumi teszt alapjan szamitsuk ki,
hany sziirdelemre van sziikség (76 - 76 cm? feliilet, 2,5 cm folyadéktér) a keretes sziirépréshez, ha
63 kg szteroidot dolgozunk fel egy menetben. A betaplald szivattya 0,7 bar nyomast hoz 1étre, a sziir-
letet a sziir6 utan 4,5 m magassagba kell feladni.

Megoldas: Elsoként allapitsuk meg egy elem hasznos feliiletét:
A =2-76° = 11552 cm* = 1,15 m?
(a keret mindkét oldala szliroként viselkedik). A kisziirt anyag szamara keretenként
V =dA=2,576%= 14440 cm? = 0,0144 m*

térfogat all rendelkezésre. A sziir6réteg stirtisége: 62 g / 253,3 cm® = 245 kg/m®.

Az anyag teljes térfogata: 63 kg / 245 kg / m* = 0,257 m°. .

A feldolgozashoz tehat minimalisan 0,257 m®/0,0144 m =178~ 18 keret sziikséges, ennyi
gyakorlatilag telitédik az adott anyagmennyiséggel.

Ez ideig csak az anyagmérleget allitottuk fel, tekintet nélkiil a kisérleti eredményekre. A szlirési
1d6 meghatarozasanal az 6sszenyomhatatlan sziir6rétegre €s elhanyagolhat6 alapellenallasra felirt egy-
szerUsitett 0sszefliggést alkalmazzuk.

M- (po 'V)2

:2-p0-Ap A’

Mivel sem a szilardanyag tartalom (po), sem a szlrlettérfogat nem adott, a ketté szorzatat (anyag-
mennyiség) irjuk be a négyzetes tagba. A szamértékeket behelyettesitve:

3

5 2 —4 . 2\2
; a _163-60 sec-10 Pg 0(((3)2%?(7; 5.08°-10"m") —1,045-10° m
v ’ g kg-sec

A szirérétegen fellépd nyomasesés szamitdsahoz a szivattyl nyomasabol le kell vonni a szlird
utani folyadékoszlop ellennyomasat:

Ap = IOSZ - phidr =0,7-0,45=0,25Dbar .
Ismét az el6z6 Gsszefliggést alkalmazva:

2 2
(ot (py VZ —~1,045-10° 3Kk —
2-p, Ap-A 2,5-10"Pa-(18-1,15-m?)
t=387,2sec =6,45perc

Bar a nyomasesés nagyon kicsi, a nagy feliileten gyorsan atszalad a folyadék.

4. példa: A cél 15000 l/6ra Streptomyces fermentlé (Id. 1. példa) lesziirése vakuum dobsziirén. A
berendezés ciklusideje 50 masodperc, felillete 37,2 m”. A vakuumszivattyd 520 Hgmm nyoméskii-
16nbséget képes fenntartani. Az eldkezelt fermentlébdl dsszenyomhatatlan szlirblepény rakodik le,
amelynek ellenallasa K = 2,9 - 10° s/m? (az 1. példaban kiszamitott adat). A sziirélepényt egy szazalék
maradék sztirletig kell mosni, a becsiilt mosasi hatékonysag 70 %, és az Osszes sziirlet 1 %-a (150 I)
marad a lesz{rt anyagban.
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44 Fermentaciods feldolgozasi miveletek

a) Szamitsuk ki a sziikséges szlirési idét (bemertil6 feliilet hanyadot)!
b)  Hatarozzuk meg a mosasi idot!

Megoldas: a) A sziirési id0 altalanosan felirva:

2
(oo Hapy Vil
f 2.(Ap)1—5 !

Osszenyomhatatlan sziir6lepény esetén s = 0 és o = o', igy:

2
_MH QP \L
YT ()
Egy ciklusra V; =15 m®/ 3600 - 50 = 0,208 m® sziirlet jut. Ezt behelyettesitve:

10s

37,2 m?

f

~31.10°- {_0’208 mT _

A szlirési id6 10 s, az 6sszes feliilet 20 %-a meriil a fermentlébe.
b) A mosasi [épésre:
r=@>1-¢)"
0,01=(1-0,7)"
n=328

Az egyszerusitett felirassal:

—t

3

=2-n-f

—=2.3,8.0,01

,—pl—‘f_"r—k
O

n=076s
Tehat mar egy masodperces mosas is boven elegendo.

1. Feladat: Kisléptékii kisérletben acetonban szuszpendalt aureomicin kristalyokat sziirtek elha-
nyagolhat6 ellenallasu szrén. A kapott mérési adatok:

2.3.2. tablazar ONGDIGER

1O v
10 0,500
20 0,707
30 0,866

A sziir§ feliilete 89 cm?, a nyomésesés 2,6 m vizoszlopnak felel meg. A 1éptéknovelésnél 7300 |
szuszpenziot kell egy 1,3 m’-es sziirén lesziirni. A szuszpenzié koncentracidja labortesztnél 3,4 g/l
volt, az ipari tételé 2,8 g/l. Mennyi id6be telik a sziirés azonos nyomasesés mellett? (23 dra)

2. Feladat: A feladat 6 % szilardanyag tartalmi citromsavas 1¢ sziirése vakuum dobszlirén. A szii-

réfeliilet 18,1 m? ellenallasa elhanyagolhato. A ciklusidé 75 s, a nyomaskiilonbség kozel 1 bar. A
szlirblepény Osszenyomhatatlan, mosasi hatékonysaga 60 %, az ateresztéképessége: pa-po/2:-Ap =

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




2. A sejtek elvalasztasa 45

86 s/cm?. A sziirlet 7 %-a marad a rétegben, enngk a citromsav-veszteségnek 90 %-at mosassal nyerik
vissza. Kiszamitando a sz{irési és mosasi id6 3 m /6ra betaplalasnal. (10 s, 3,5 S)

3. Feladat: A fermentlében kétféle részecske van: baktériumsejtek (d =0,7 um) és sporak
(d = 0,3 um). A két anyag sziirési ellenallasa a mérések szerint a kovetkezo:
wa-po (baktérium) = 1,3-10° kg/m*s
wapo (spora) = 1,3-10° kg/m®s
Mas kisérletek szerint a kevert szuszpenzidra:

b0t po = (20, o prg i)

ahol g; az adott frakcio részaranya az i szamu Osszes komponens kozott. A sziirendd fermentlében a
sejtek kétharmada sporasodott, azaz a sporakoncentracio kétszerese a sejtkoncentracionak.

a) Mennyi idésziikgeges 850 1 1¢ lesziiréséhez, ha a sziir6anyag ellenallasa elhanyagolhato, a nyo-
maskiilonbség 10° N/m | a feliilet 4,0 m?? (8 perc)

b) Gyorsabb lenne-e eldbb a baktériumokat kiszlirni (olyan sziirével, amely a sporakat atengedi)
¢és azutan kiilon a sporakat? (Nem)

4. Feladat: A toltott oszlopokon ataramld folyadék viselkedése hasonld a sziir6lepényen atnyo-
mott oldatéhoz. A legfontosabb kiilonbség az, hogy a szlir6lepény vastagsaga” (itt: a toltet magassa-
ga) allando. Egy tripeptid adszorpcios tisztitasanal jo eredményeket értek el laboratoriumban egy
15 cm magas, 2,5 cm atmér6ji oszlopon, amelyben a toltet szemcsemérete 75 pum, a linearis oldatse-
besség 30 cm/6ra, a nyomasesés 3,75 bar. Allando sebesség mellett a nyomasesés forditottan ardnyos a
részecskék feliiletével. A 1éptékndvelés soran az gy térfogatat ezerszeresen, a magassagat tizszeresen
novelik.

a) Azonos feliileti sebesség mellett mekkora lesz a nyomasesés? (37,5 bar)
b) A szivattyt csak 7,5 bar nyomast képes biztositani. Milyen szemcseméretli t6ltetet kell alkal-
mazni ilyen nyomaseséshez? (170 um)

5. Feladat: A fermentacio soran a keletkez6 sejttomeg on-line mérése igen nehéz feladat. Egy szii-
ré-mintavev6t probaltak ki Penicillium chrysogenum fermentacid nyomon kovetésére. A sziirletet
automatikusan gyQjtotték és mérték, ebbdl becsiilték a sejtkoncentraciot. Az adott szirlettérfogathoz
tartoz6 iddket az 10. tablazat tiinteti fel.

2.3.3. tablazat: _ Sziirlettérfogat és sziirési idok a fermentdcio soran

Sziirlettérfogat A tenyészet kora (o0ra)
(cm?) 45 69 92 130 154 226
10 0,078 0,12 0,17 0,25 0,34 0,81
20 0,14 0,20 0,30 0,43 0,61 1,23
30 0,20 0,29 0,42 0,59 0,83 -

a) Kiszamitand¢ a sejttomeg relativ valtozasa az idofiiggvényében.

b) Mas idépontokban a sziirés nyomaskiilonbségét valtoztattak, és a 30 cm® sziirlet nyeréséhez
sziikséges id6tartamot mérték (Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté. tablazat). Osszenyomhato-
e a lepény, vagy sem? (s = 0,5)
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2.3.4. tablazar: (NGDIGEAR Sziirési idok 30 cm?® sziirletnél
e Sziirési ido, s
Nyomaskiilonbség A tenyészet kora, 6ra

Hgcm 70 86 106 134
10 163 271 433 600
20 113 191 305 416
30 98 163 235 326
40 75 138 208 282
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3. Sejtfeltaras

3. SEJTFELTARAS

3.1. Bevezetés

A mikrobasejtek feltarasa hozzasegitette a tudomanyt a sejtek Osszetételének és szerkezetének megér-

manipulacios lehetdségei uj termékeket €s ezen keresztiil 0j iparagakat hoztak 1étre. Bar ezen termékek
felhasznalasa sokféle lehet, pl. orvosi diagnosztika vagy terapia, katalizator-, alap- vagy segédanyag,
vegyipari vagy ¢€lelmiszeripari célra, de majdnem minden esetben izolalt és tisztitott formaban van
rajuk sziikség. A termékek nagy része szerencsére extracellularis, de sokuk a sejten beliil helyezkedik
el, ami azt jelenti, hogy a feldolgozasi technologia egyik elsd 1épéseként a sejteket fel kell tarni. A
feltaras miiveletét végezhetjiik a teljes fermentlébdl vagy a szliréssel, centrifugalassal levalasztott

sejttomegbdl (1. abra).

© Pécs Miklds,

Centrifugélésl—

—9{ Sejttomeg |

[ Feltaras

Y

Fermentleé

3.1.1. dbra: A sejtfeltaras helye a feldolgozasi technologiaban

A sejtfeltaras modszerei

|
I I

Mechanikai Nem-mechanikai
T [ 1
Nyiras Nyiras Szaritas (levegin, Lizis
folyadékban szilard fazisham vakuumban,
fagyasztva,
Orlés Nyomas oldészeres)

(golyds malom)  (X-press)

l | I | ! !

Ultrahang Atnyomatas Fizikai Keémiai Biol.égia.i
ikai folytason ozmotikus sokk, detergensek,  enzimek,

lezzl‘: Sta sal (Braun-Lubbe, hosokk, oldo s;erek, fagok,
(Dyno.Mill) Manton-Gaulin, ~ 0ldhato gazok,  kaotropikus  autolizis,
Lo Alpha-Laval fagyasztas sok, genetikai

homogenizator) felolvasztas antibiotikumok  manipulacio

3.1.2. dbra: A sejtfeltards modszereinek ,, csaladfija”
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48 Fermentacios feldolgozasi technikak

A sejtfeltarasnak nincs egy standardizalt, altalanosan hasznalt modszere, sokféle technikat
alkalmaznak. E médszereket sokféleképpen lehet csoportositani elviik vagy gyakorlati alkalmazasuk
szerint. A lehetséges eljarasok ,,csaladfajat” a 2. abra mutatja be.

A kovetkezékben eszerint keriilnek bemutatisra a kilonbozé miiveletek. A sejtfeltaras
megkozelithetd empirikus modon is, de a feltaras célpontjanak, a sejtfal szerkezetének ismerete
hatékonyabb modszerek kialakitasdhoz vezethet. Ezért el6bb néhany mikrobatipus jellegzetes sejt-
falszerkezetét tekintjiik at.

3.2. A sejtfalak dsszetétele és szerkezete

A mikroorganizmus feltarasdhoz a sejtet koriilvevo burkot kell elroncsolni olyan mértékben, hogy az
ne valassza el a sejt beltartalmat a kiils6 folyadéktol. A feltarasra keriil6 sejtek kiilsé burka altalaban
két réteghdl all, a citoplazmamembranbol €s az ezt kiviilrél hatarold, tdmasztdo merev sejtfalbol. A
citoplazmamembran elsésorban lipidekbdl és fehérjékbol all, funkcidja az, hogy fenntartja a
koncentraciokiilonbséget a sejt belsé és kiilsé tere kozott, specifikus, szelektiv és egyes esetekben
irreverzibilis transzportot miikddtet. A sejtfal nélkiil a membran nagyon érzékeny az ozmotikus sokkra
(pl. protoplasztok), ezért 5Gnmagaban elhanyagolhat6 a feltaras szempontjabol.

Pusztan fiziko-kémiailag vizsgalva a sejteket szembetiing, hogy jelentds koncentraciokiilonbség
van a belsé és kiilsé tér kozott. Ez nem egyenlitddik ki, részben a sejthartya félig ateresztd jellege
miatt, részben pedig az 4allandéan muikodoé aktiv transzportmechanizmusok kovetkeztében. A
koncentraciokiilonbség pedig jelentés ozmoézisnyomast okoz, amely szétszakitani igyekszik a sejt
burkat. A ,fiziologias” sooldat (9 g/l-es NaCl-oldat) ozmoézisnyomasa desztillalt vizzel szemben
kortlbelil 8 bar. A mikroorganizmusok altalaban ennél tobbet, 0,7-0,8 molos koncentracio-
kiilonbséget, azaz kb. 20 barnyi belsé nyomast is elviselnek. Ezen a téren is akadnak extrém
ellenalloképességii (ozmofil) fajok, ezek akar 60-100 bart is toleralnak. Ha az atmérd/falvastagsag
aranyt allando értéken tartva gondolatban felnagyitjuk ezt a ,,nyomastarté edényt”, makroszkopikus
szerkezeti anyagaink koziil kevés viselné el ezt az igénybevételt, minimum vasbetont vagy fémet
kellene alkalmaznunk. Ezt az ellenall6 burkolatot kell a sejtfeltaras soran attdrni.

Mivel a fofeladatot a sejtfal roncsoldsa jelenti, ezért ennek Osszetételét és szerkezetét érdemes
tanulmanyozni a feltarashoz. Az Gsszetétel €s szerkezet viszont genetikai és kornyezeti tényezoktol
egyarant fiigg, és részleteiben igen nagy valtozatossagot mutat. F6 szerkezeti tulajdonsagait tekintve
viszont az egyes mikroorganizmus-csoportokon beliil hasonld. Igy a sejtfal altalanos jellemzdit a
mikrobak fajtai szerint tekintjiik at (Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok, élesztok és egyéb
gombak).

3.2.1. A baktériumok sejtfala

A baktériumok sejtfalanak anyagat €s jellemzgit nagyon sokan vizsgaltak, miota el@szor sikeriilt a ron-
csolo sejtfeltaras utan a falrészecskéket elkiiloniteni a citoplazmatol. A baktériumsejtek nagy tobbsé-
gének merev sejtfala, eltekintve a mikoplazmaktol és a halofil torzsektdl, peptidoglikanbodl all. Ez
linearis szénhidratlancokbol épiil fel, amelyeket rovid peptidek keresztkotései térhaldsitanak. A
peptidogliikan igy egyetlen folyamatos, alaktartd és ellenalld molekulahalét alkot a sejt koriil.
A szénhidratlancokat szinte kizarélag a felvaltva ismétlédoé N-acetil-gliikozamin és N-acetil-muramsav
egységek alkotjak, amelyek B-(1-4) kotésekkel kapesolédnak egymashoz. Az N-acetil-muramsav ol-
dallanca a kiilonb6z6 fajoknal valtozhat, de ez nem befolyasolja a molekula térbeli szervezodését. (Az
N-acetil-muramsav tejsav csoportjahoz kapcsolodnak az 6sszekotd peptidek.)

Az N-acetil-muramsav laktil csoportjainak legalabb egy részéhez peptidegységek kapcsolodnak.
Az egymas mellett fekvo gliikkanlancok peptidfiiggelékei két iranyban is keresztkotést 1étesithetnek (1.
abra).
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3.2.1.1. abra: A peptidogliikan polimer felépitése és térhalosodasa

A peptidlanc elagazasat a bifunkcios lizin vagy mas fajoknal diamino-pimelinsav molekulédk teszik
lehetévé. A keresztkotések gyakorisaga lényegesen valtozd a kiilonboz6 organizmusoknal. Az
Escherichia coli-nal a peptidoldallancok kb. 50%-a nem kapcsolodik sehova, és a masik feliik is csak
egy iranyban kotott. A Lactobacillus acidophilus-ban viszont a peptidek 90%-a kotésben van, és kb.
30%-a két iranyban is kapcsolodik.

Bar csaknem valamennyi baktérium tartalmazza a peptidogliikan alapvazat, igen nagy a kiilonbség
a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok falanak szerkezete kozott. A Gram-pozitiv baktériumok
sejtfala viszonylag vastag (15-50 nm), 40-90% peptidogliikant tartalmaz, mig a fennmaradd rész
elsésorban poliszacharidokbdl ¢és teichoinsavakbol all. Néhany faj kiils6 feliletét szabalyosan
ismétlédo fehérjerészecskék boritjak. A Gram-negativ baktériumok sejtfalaban a peptidoglitkan réteg
sokkal vékonyabb (1,5-2 nm), és a kiils¢ feliileten is taldlhaté egy bioldgiai membran, amely nagyon
hasonlit a belsé citoplazmamembranhoz. A térhalosodott réteghez kovalens kotéssel lipoproteinek is
kapcsolodnak. A Gram-negativ organizmusok falaban 1ényegesen tobb a lipidjellegii anyag (15-20%).
Néhany fajnal itt is megfigyelheték a kiils6 felszint boritd szabalyos elhelyezkedésii fehérjék (2. abra).

Ismereteink jelenlegi szintjén gy tiinik, hogy a sejtfeltarasnal ennek a peptidogliikan halozatnak a
szétroncsoldsa jelenti a legnagyobb problémat. A térhalositott réteg vastagsdga és erdssége a
peptidlancok gyakorisagatol, a keresztkotések gyakorisagatol és a kapcsolodas egy- vagy kétiranyu-
sagatol fiigg.
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3.2.1.2. abra: Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok sejtfalanak vazlatos keresztmetszeti képe

3.2.2. Az élesztdk sejtfala

Az ¢élesztok falanak szerkezetét joval nehezebb felderiteni, mint a baktériumokét. Az alapvetd épitoe-
lemeket (gliikkanok, mannanok, proteinek) azonositottak, de 6sszekapcsolédasuk modja, a szerkezet
csak részben ismert. Az egész szerkezet valamivel vastagabb, mint a Gram-pozitiv organizmusoknal.
Pékélesztonél kb. 70 nm-es falvastagsagot irtak le, amely novekedett a sejt koraval. Bar a szerkezet
még nem teljesen ismert, de feltételezhetd, hogy a burok mért vastagsagnak csak egy része a merev és
ellenall6 sejtfal.

\
. (M / ENZM rMANNAIN

$—S—{PROTEIN] ——S——S—— PROTEIN ol 1
i / \ % GLUKAN

PANVANZANVA YA

MEMBRAN

CITOPLAZMA

3.2.2.1. abra: Az élesztisejtfal vazlatos felépitese: kiilso réteg foszfodiészter kotésekkel (P) dsszekotott
manndnt (M) tartalmaz, a belso rész keresztkotésekkel rogzitett gliikanbol (G) all.
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A bakterialis sejtfalakkal ellentétben, amelyek jellemzéen peptidogliikanbdl allnak, az élesztok
sejtfalaban a f6 komponensek a glilkanok, mannanok és fehérjék. Ezeken a csoportokon beliil az egyes
komponensek szerkezete fajonként valtozik. Széles korli vizsgalatok alapjan azonban megallapithato,
hogy a glilkanok helyenként 6sszekotott gliikozlancokbol allnak, amelyekben a -(1-3) és a -(1-6)
kotések jellemzbéek. A pékélesztd mannanjainak alaplanca a-(1-6) kotésekkel kapcesolodd manndz-
egységekbol all, amelyhez rovid oldallancok kapcsolodnak tobbnyire o-(1-2), ritkabban o-(1-3)
kotésekkel. A mannanban foszfodiészter hidak is el6fordulnak. A fehérjék az élesztésejtfalban mannan
komplex formajaban talalhatok. Tobbségiik enzim és nem szerkezetalkotd elem, nem strukturalis
fehérje.

A kisérleti eredmények tobbségével 6sszhangban van az 1. abran bemutatott modell.

A sejtfal legbelso rétegét gliikanszalak alkotjak, ez adja a sejt merevségét és alakjat. A szalakat
egy glikoproteinréteg fedi, efolott pedig egy lazabb, 1,6-foszfodiészter kotésekkel rogzitett
mannanhald helyezkedik el. Ebben a mannan haloban helyezkednek el a mannan-enzim komplexek,
amelyek kovalens kotésekkel vagy gyengébb kolcsonhatdsokkal rogziilnek.

Mas elképzelések szerint a manndn-enzim komplexek beliil, a citoplazmamembran és a
szénhidratréteg kozott helyezkednek el. Ez a kiilonbség nem érinti a merevitd réteg leirasat. A
bakteridlis sejtfalhoz hasonldan az élesztoknél is a sejtfeltards nehézségét az hatdrozza meg, hogy
milyen vastag és mennyi keresztkotést tartalmaz a szerkezeti réteg.

3.2.3. A fonalas gombdk sejtfala

A tovabbi gombak sejtfalarol altalanos érvényii szabalyokat nem mondhatunk, mivel egyrészt az egyes
fajoknal az Osszetételben és szerkezetben jelentGsek a kiilonbségek, masrészt tal kevés fajrol all ren-
delkezésre részletes leiras ahhoz, hogy altalanositani lehessen. Ha viszont csak a sejtfeltaras szem-
pontjabol nézziik, néhany altalanos megallapitast tehetliink. Sziikitve a vizsgalati teriiletet csak a
hifafonalakrol lesz sz6, mivel egyrészt ezeket tanulmanyoztak behatéan, masrészt ipari szempontbol
ezek jelentdsek.

A legtobb gombaban a sejtfal elsésorban poliszacharidokbdl all, 1ényegesen kevesebb fehérjét és
lipidet tartalmaz. Az aranylag kevés torzson elvégzett részletes elemzések azt mutatjak, hogy az egyes
fajok kozott is nagyok a kiilonbségek. A baktériumokhoz és az élesztokhoz hasonloan az alaktartas és
a szilardsag a fal poliszacharidjain mulik. A poliszacharidok az egyes torzsekben lathatéan paronként
fordulnak elé (pl. kitin és gliikan), és ennek alapjan taxondmiai osztalyozas is lehetséges (1. tablazat).

3.2.3.1. tablazat: _ Sejtfalszerkezet és gombarendszertan

Kulcs-poliszacharidok Taxonémiai csoport

celluléz, glikogén Acrasiomycetes

celluléz, B-glikan Oomycetes: Saprolegnicales, Peronosporales, Leptomitales (Rhipidiaceae)

celluloz, kitin, - Oomycetes: Leptomitaceae

gliikan

celluléz, kitin Hyphochytridiomycetes

kitozan, kitin Zygomycetes

kitin, B-gliikan Chytridiomycetes, Ascomycetes kivéve: Hemiascomycetidae, Basidiomycetes
kivéve: Sporobolomycetaceae

mannan, -gliikkan Hemiascomycetidae

mannan, Kitin Sporobolomycetaceae, Rhodotorulaceae

A legnagyobb fajszamu kategoria a falaban kitint és gliikkant tartalmaz. A kitin-gliikan csoportba
tartozo gombak fala az éleszt6khdz hasonldan rétegekbdl all. Az alaposan tanulmanyozott Neurospora
crassa faldban harom kiilonb6z6 tipusu polimer talalhato: gliikan, talnyomorészt 3-(1-3) és kisebb
aranyban B-(1-6) kotésekkel, mikrofibrillaris szerkezetii kitin, és egyfajta gliikoprotein. Az érett
sejtfalban ezek a komponensek koncentrikus rétegeket alkotnak (1. abra).
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(a)

3.2.3.1. abra: A Neurospora crassa sejtfalanak vazlatos szerkezete. (a) kiilsé a- és [-gliikan réteg, (b)
gliikoprotein halozat, benyulo gliikanrészekkel, (c) tulnyomorészt fehérjébol allo réteg, (d) kitines
réteg, fehérjébe agyazott mikrofibrillumok

A fal a hifak csucsanal vékonyabb, és a glikoprotein ezen a részen nem tomoriil jol észlelhetd
rétegbe.

Bar az Osszetétel mas, a réteges szerkezet bizonyitott a Schizophyllum commune sejtfalaban is. A
fal szarazanyagtartalmanak 70%-at harom kiilonb6z6 polimer alkotja: (S)-gliikkan, (R)-gliikan és kitin.
Az (S)-glikan o-(1-3) kotéseket tartalmaz, ez képezi a kiilsé réteget. Az (R)-gliikan er6sen
térhaldsodott polimer a-(1-3) és a-(1-6) kotésekkel, ez a kitinszalakkal komplex kotésben alkotja a
belsé réteget.

A gombafonalak falanak szilardsagat a baktériumokhoz és az élesztokhdz hasonléan a térhalos
molekulahalé adja. Ehhez jarul az, hogy szamos gomba sejtfala kitinb6l vagy cellulozbol allo fonalas
szerkezet(i elemeket is tartalmaz, amelyek ,.kompozitként” tovabb névelik a fal szilardsagat.

3.2.4. A falszerkezet és a feltaras kapcsolata

A mikrobialis sejtek falanak alakja és szilardsaga a szerkezeti polimerektdl, azok egymas kozotti és
mas molekulakkal alkotott keresztkotéseitél fiigg. A sejt feltardsahoz le kell gy6ézni a kovalens
kotésekkel rogzitett molekulahaldzat ellenallasat. A fal tulajdonsagait nemcsak a genetikai informacio
hatarozza meg, hanem fiigg a tenyésztés koriilményeitél, s6t a gombaknal a fejlédési fazisoktol is. A
befolyasold kornyezeti tényezok kozé tartozik a keverés nyird hatasa is, egyes gombaknal a fal
szerkezete valtozik a fermentor kevertetésének fiiggvényében.

A mechanikai feltarasnal a sejt mérete és alakja mellett a szerkezeti polimerek térhaldsodasi foka
befolyasolja a feltards nehézségét. Elvileg a sejtfal szerkezetét befolyasolni lehetne a genetikai
informacié modositasaval, illetve a kdrnyezeti paraméterek megvaltoztatasaval, de jelenleg nincs
elegendé informacio ahhoz, hogy ilyen mddon konnyitsiik meg a feltarast. Az eddig oOsszegyult
kutatasi eredmények nem teszik lehetdvé, hogy elméleti Uton megallapithassuk az egyes
mikroorganizmusok relativ ellenalloképességét a mechanikai feltarasi mtiveletekben.

A sejtfal kémiai Osszetételének és szerkezetének ismerete elsdsorban az enzimes vagy kémiai iton
végrehajtott lizisnél fontos. Mivel a szerkezeti molekulahalét kiilsé védéburok is bevonhatja, mind a
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szerkezeti, mind az egyéb komponensek ismerete hasznos a megfeleld enzimes vagy kémiai
modszerek kivalasztasanal. A gyakorlatban sokszor forditott a megkézelités: a kiilonféle litikus
enzimekkel és vegyi anyagokkal elért eredményekbdl kovetkeztetnek a sejtfal szerkezetére.

3.3. A feltaras vizsgadlata

Ha a mikrobasejtek Osszetevdinek izolalasat mennyiségileg is le akarjuk irni, a sejtek roncsolodasanak
mértékét meghatarozo pontos analitikai modszerekre van sziikség. Az elroncsolt sejtek részaranyat
meghatarozhatjuk kozvetleniil, az ép sejtek szamanak vagy tomegének mérésével, avagy kozvetett
mindig sziikség van a tobbi modszer standardizalasahoz és kalibralasahoz, a kozvetett modszerek
viszont altalaban pontosabbak, szélesebb korben alkalmazhatok és kevésbé munka- és iddigényesek.

3.3.1. Kozvetlen mérési modszerek

Az ép sejteket kozvetleniil mikroszkoposan vagy elektronikus részecskeszamlaloval szamlalhatjuk. A
feltaras el6tti sejtszam mérésére mindkét modszer altalanosan alkalmas, de a feltaras soran kibocsatott
anyagok (DNS és mas polimerek) késobb mar zavarhatjak a meghatarozasokat. Az ép és a roncsolt
sejtek mikroszkopos szamlalasahoz differencialfestést alkalmazhatunk. A roncsolt Gram-pozitiv
baktériumok gyakran Gram-negativként festddnek, és élesztoknél a Gram-festés utan az ép sejtek
sOtétpirosak, mig a sériiltek halvanyvorosek lesznek.

Sok minta esetén a mikroszkopos szamlalas egyhangi és id6rablo modszer. Az élesztok
feltarasanak mértéke elektronikus részecskeszamlaloval is mérhetd, de a sejttérmelék nagyobb
darabjai megzavarhatjak az érzékel6t. Raadasul a szamlalok, amelyeket altalaban vérsejtek
szamlalasara fejlesztettek ki, nem elég érzékenyek a joval kisebb méretii baktériumok észleléséhez.

3.3.2. Kozvetett modszerek

A roncsolt sejtek aranyat kozvetett iton méré modszerek azon alapulnak, hogy a sejtek szuszpendala-
sara hasznalt kozegben a feltaras hatasaira megnovekedik a citoplazma-eredetic anyagok
koncentracidja, azaz oldhatd fehérje vagy enzimaktivitds mérésén. Kis koncentracidju
Ossze a 100%-osan feltart mintaéval. Enzimaktivitaisok mérése esetén tigyelni kell arra is, hogy az
enzimkinetika mas €s mas lehet az érintetlen sejt, a durva homogenizatum ¢€s a tisztitott enzim
esetében.

Toményebb szuszpenzidknal a pontosabb meghatarozasok érdekében korrekciot kell alkalmazni,
amely figyelembe veszi a vizes fazis térfogatdnak novekedését, amit a sejtek beltartalmanak
kiszabaduldsa okoz. Ez az eljards sem megfeleld olyan mintdk esetében, amelyekben a mért
komponens egy része denaturalodik a feltiras karosité hatasara (pl. hésokk). llyen esetekben
anyagmérlegeken alapuldé modszereket hasznalnak.

3.3.2.1. Higitdisos modszer

Ha a denaturalodas veszélye nem fenyeget, a feltaras mértékét az oldhato fehérje mérésével kovethet-
jik nyomon. Ehhez a feltart minta tiszta (centrifugalt) feliilisz6jabol (cf) és egy higitott mintabdl (cy)
aranyat a Osszes sejteken beliili folyadékhoz képest (= Fq — értéke a feltaras elérehaladtaval 0 és 1
kozott valtozik) a Hetherington-egyenlettel szamithatjuk:

Vminta = Vép sejtek +Vkiszabadu|t viz (1)
A )
_ kiszabadult viz
Fy = v )
minta

A higitas anyagmérlege:
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Vkiszabadult viz® Ckiszabadult viz T (Vkiszabadult viz +Vhigités )Chigl’tott (3)
Atrendezve:
C. -
_ higitott
Vkiszabadult viz T Vhigités (4)
kiszabadult viz ~ Chigitott
A mintatérfogattal elosztva:
V. . C. .
higitas higitott
Fy = (®)

V

minta C kiszabadult viz _Chigitott

crcr

mérhetjiik.

A vizsgalati eredmények azt mutattak, hogy a feliiliszo részaranya (Fg) altalaban fiiggetlen a
higitds mértékétdl, azaz a fehérjék oldhatdosdga nem valtozik a higitds kovetkeztében. Kevésbé
kiméletes feltarasi modszerek alkalmazasanal viszont eléfordul oldhatosagvaltozas, ezért alkalmazas
elétt célszeri ellendrizni a metodikat.

3.3.2.2. Anyagmérleg modszer

A masik lehetséges modszer a feltards mértékének meghatarozasara az anyagmérlegek felirasa. Felté-
telezziik, hogy feltart minta vizes fazis frakcioja (F) kifejezhet6 a feltaras elétti vizes fazis (Fo) és a
feltaras soran kiszabadult viz 6sszegeként.

F=F,+(1-F,)MRL: (6)
paq
ahol (1-Fp) a sejtek térfogata a kiindulasi allapotban, M a sejtek belsé folyadéktartalma, R a feltart sej-
tek részaranya, p. a sejtek siirlisége, paq a szuszpendalo vizes fazis stiriisége. A (6) egyenletben felté-
teleztiik, hogy csak a sejtek belsé folyadéktartalma noveli a vizes fazis térfogatat.
Egy masik, fliggetlen anyagmérleg allithato fel a nitrogéntartalomra, amely szintén tartalmazza az

F és R paramétereket. Példaul Kjeldahl modszerével mérve a sejtek (cns) és a feltart minta
feliiluszojanak nitrogéntartalmat (cy) felirhatjuk

_Fcy
X Cys

R (7

ahol x a minta kiindulasi sejttartalma, R.x a feltart sejtek mennyisége, R.x.cys pedig a feltart sejtekbol
kiszabadult nitrogén mennyisége.

A (6) és (7) egyenletbdl F-et kiejtve

R= Foli (8)
CusX—(1—F, )cyM 2=

aq

Mivel az anyagmérlegek felallitasanal néhany feltételezésbdl indultunk ki, ez az eljaras a feltaras
mértékének meghatarozasara kevésbé pontos, mint a higitasos mdodszer. Ezzel egyiitt jo kozelitésként
hasznalhat6 olyan esetekben, amikor a higitdsos modszer nem alkalmazhato.

3.3.2.3. Vezetkepesség-mérés

Sok esetben a feltaras mértékének gyors, kozelitd meghatarozasara a vezet6képesség mérésén alapuld
modszerek is alkalmasak. A modszer alapja, hogy a feltart sejtek citoplazmajabol a vizes fazisba
keriil6 ionos anyagok megvaltoztatjdk a folyadék vezetOképességét. Bizonyos tartomanyban a
vezetoképesség linearisan novekszik a feltaras mértékével. A modszert kalibralni kell mas
meghatarozasokkal, mert csak relativ értékeket ad. Mas szempontbol nehéz a standardizalas, mert a
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mérési eredmények er6sen fliggnek a mikroorganizmusok tipusatél és olyan kornyezeti
paraméterektdl, mint a sejtkoncentracid, a homérséklet és az elektrolitkoncentracio. Igy a modszer
csak akkor latszik hasznalhatonak, ha a feltaras mértékén kiviill minden paramétert allando értéken
tartanak.

3.3.3. 4 sejtfeltaras kinetikdja

A sejtfeltarast legegyszeriibben elsérendi kinetikaval szoktak modellezni. Eszerint a fehérje kiszaba-
dulasa a sejtekbdl a kovetkez6 egyenlettel irhato le:

a9k _ _p )

ahol P; a sejtben 1év6 (marado) fehérje mennyisége. Ertéke a t =0 idépontban P; = Py = maximalis, a
késobbi t idépontokban csokken, nullahoz kozelit. A fenti egyenletet hatarozottan integralva 0 és t
kozott a

R t

i dF)I

| o [ ket (10)

Ro 0
Osszefiiggéshez juthatunk.

INP—InR, = -k(t - 0) (11)

atalakitva a

R =PRe" (12)

format kapjuk. Ha a feltaras elérehaladasanak mértékét nem a bennmarado, hanem a kiszabaditott fe-
hérje mennyiségével (Ry) jellemezziik, akkor

R =P,—P (13)

és

R =P,[1-e™] (14)

Gyakran a kiindulasi termék koncentraciora normalva (R = Ry/Pjg) fejezik ki a feltaras mértékét,
ekkor a fenti 6sszefliggés

R=[1-e™"] (15)

alakban irhaté fel. R itt azonos a (6) egyenletben bevezetett paraméterrel. Ezzel felirva a (12)
Osszefliggést:

P 1

0 =kt=In—r (16)
P 1-R

In
A feltaras soran a kiszabadulod termék, tipikusan a fehérje, rendszerint bomlast szenved, vagy
denaturalodik. A miivelet optimalis koriilményeinek és idotartamanak maghatarozasanal ezt a tényezot
is feltétleniil figyelembe kell venni. A feltételezés szerint a bomlas is elsérendi kinetika szerint megy
végbe, igy felirhato:

das

dt
A (P) fehérjekoncentracié helyett itt az (S) fajlagos enzimaktivitas (aktivitas/mg fehérje) szerepel,
ez fejezi ki, hogy a jelenlévd fehérje molekulak mekkora hanyada aktiv. Ertéke a t=0 idépontban Sy,

—K,S (17)
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tetszéleges t idépontban pedig S. Ky pedig a bomlasi folyamat sebességi allanddja. Az el6z6ekkel
teljesen analdog modon levezethetd az inaktivalodas exponencialis egyenlete

S =8, " (18)
Az ered6 termékkihozatal a két modell kombinaciojaval fejezhetd Ki:
Re = RS (19)
R, =Po[1-e™ ][ Spe ] (20)
Az allando értékeket 0sszevonva
R,=K(1-e™)e™ (21)

A gorbek alakulasat animalt digramon mutatjuk be:

A SEJTFELTF
KINETIKAJ

3.3.3.1. animacio: A sejtfeltaras kinetikai gorbéi
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3.3.3.1. dbra: A kinyert enzimaktivitas alakuldsa a sejtfeltards soran.
A kettés exponecialis modell sok esetben jol egyezik a kisérleti eredményekkel (7. abra). A két
ellentétes lefutasu exponencialis fliggvény szorzata maximumos gorbét ad. Ez azt jelenti, hogy a
sejtfeltaro kezelésnek van egy optimalis ideje/mértéke, amelyet tullépve romlik a kihozatal.

3.4. Mechanikai modszerek

A feltarasnal tehat egyrészt a maximalis feltarasi hatékonysagot, masrészt a kinyert sejtbeli anyagok
minimalis karosodasat tartottak szem eldtt. Laboratoriumi 1éptékben a feltarasi modszerek a sejtek
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szerkezetének és mukodésének kutatasat, illetve analitikai célokat szolgaltak. Nagyobb, preparativ és
ipari méretekben viszont enzimek vagy mas sejtalkotok gyartasa a cél.

Kis mennyiségli, néhany milliliternyi sejtszuszpenzid feltarasat laboratériumban manualisan is
elvégezhetjiik. Ilyen eljards lehet példaul a sejttomeg eldorzsdlése egy porcelanmozsarban
kvarchomokkal. Id6- és munkaigényes (15-30 perc egy minta feldolgozasa), de fonalas gombak
intracellularis enzimjeinek mérésénél bevalt. Manualis eszk6zok az Gn. potterek, amelyekben a feltaras
két szorosan illeszkedd, érdesitett tivegfeliilet kozotti dorzsoléssel torténik (1. dbra). Vékonyabb fali
sejtek, els6sorban szovethomogenizatumok feltdrasara akalmas.

Hand-Homogenizer

3.4.1. dbra: Kézi homogenizalok, potterek (katalogusfotd)

A mikrobasejtek feltarasara gyakran valasztanak mechanikai modszereket, mivel erre tobb, mas
iparagban bevalt berendezést is fel lehet hasznalni. A mitveletek alapja, hogy a sejteket nagy
nyirofesziiltségnek teszik ki, amit fojtason vald atpréseléssel, erdteljes keveréssel vagy ultrahanggal
hoznak létre. A legtobb esetben az energiabevitel pazarléan nagy, a mechanikai energia egy része hové
alakul, és ennek eltavolitasara hiitést is alkalmaznak.

3.4.1. Ultrahangos kezelés

Az egyik leggyakrabban hasznalt laboratoriumi modszer. A sejtek karosodasat a kavitacios hatasok
okozzék. Az ultrahang gyorsan valtakozé nyomascsokkenést és nyomasnovekedést hoz Ilétre a
folyadékban. A nyomascsékkenés hatasara a folyadék felforr, apré gézbuborékok keletkeznek, majd a
nyomads ndvekedésével dsszeroppannak, eltlinnek. Az 6sszeroppand buborékok lokalisan igen nagy
energiastirtiséget hoznak létre, és ezek a ,,mikrorobbanasok” kilyuggatjak a sejtek burkat.

Az ultrahangos roncsolok altalaban alacsony frekvencian, 15-25 kHz-en miikddnek, a bevitt
teljesitmény valtoztatasat legtobbszor az amplitadd szabalyozasaval érik el. A berendezés elektro-
magneses hullamokat gerjeszt, és ezeket alakitja at mechanikai rezgésekké. Tipikus felépitése is ennek
megfeleld: oszcillatorbdl, erdsit6bél és hullamatalakitobol all. A sejtszuszpenzidba meriilé kapos vagy
bunkoés végli, rozsdamentes acélbol késziilt rud viszi at a rezgéseket (1. abra).
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3.4.1.1. abra: Laboratoriumi ultrahangos sejtfeltaro berendezés (katalogusfoto)

Két laboratériumi ultrahangos sejtfeltaré berendezést videén mutatunk be.

3.4.1.1. video: Ultahangos sejtfeltarok

A feltaras soran a sejtszuszpenziot tartalmazo edényt jéggel vagy cirkulald hiitékozeggel hiitik.
Bar az ultrahangos kezelés a folyadék aramoltatasaval folytonos miiveletben is alkalmazhatd, nagyobb
1éptékii alkalmazasra mégsem megfelel6, mivel a nagy teljesitménybevitelnél nehéz a kielégitd hiitést
megoldani. A mddszer masik hatranya, hogy egyértelmiien kimutathatdé enzimbomlast okoz. Ennek
egyik oka a szabad gyokok képzédésében keresendd. A bevitt energia novelésével a gyokképzodés
gyakorisdga er6sen novekszik, ez behatarolja az alkalmazhaté energiastiriiséget. Az ultrahangos
feltaras jol leirhato az elsérendii reakciokinetikai modellel, a kisérleti adatok féllogaritmikus
abrazolasban egyenest adnak (2. abra).
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3.4.1.2. abra: Fehérjekiaramlas BacilluS-sejtekbol

Ez azonban nem jelenti azt, hogy a kiilonb6z6 enzimek egyszerre és egyenletesen szabadulnak ki a
sejtekbél. Elébb a citoplazmaenzimek jelennek meg (alkohol-dehidrogenaz), majd a mitokondrium
enzimei (citratkor: akonitdz, fumardz, szukcinat-dehidrogendz) és legvégiil a membran kozotti
enzimek (3. abra).
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3.4.1.3. abra: Kiilonbozé enzimek kilépése élesztobdl ultrahangos feltaras soran
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3.4.2. Gyongymalmok

A gyongymalmokat eredetileg a festékiparban hasznaltak nagyon finom pigmentporok 6rlésére. Innen
vették at a biomérnoki gyakorlatba, ahol szintén jol alkalmazhatonak bizonyult. Nevét az apritasra
hasznalt liveggyongy tdltetrdl kapta. Jellemz6 kialakitasa egy vizszintes henger alaku 6rl6tér, tele aprod
tiveggyongyokkel, amelyeket a vizszintes tengelyen 1év6 keverbtarcsak tartanak mozgasban (1., 2.
abra).

<
)4

’ 1
- SZUSZPENZIO '{’“

<> UVEGGYONGY 0K "“ A

> HOFOKSZABALY0ZAS

3.4.2.1. abra: Gyongymalom tipikus felépitése (vizlat)

3.4.2.2. abra Asztali gyongymalom (katalogusfoto)

Tobb roncsolasi mechanizmus miikddik egymas mellett, az egymashoz dorzs6lédé gyongyok
koptatd, nyir6 hatasa fokozatosan elvékonyitja, majd eltiinteti a sejtfalat. A feltarast szamos technikai
paraméter befolyasolja: a gyongyok mérete, a feltdltés mértéke, a sejtkoncentracio a szuszpenzioban, a
keverdelem kialakitasa, mérete és keriileti sebessége, a hdmérséklet, folytonos iizemben a betaplalas
sebessége. Ehhez jarul még, hogy ugyanaz a malom masképpen mikodik vizszintes és fiiggéleges
helyzetben. A felsorolt paraméterek nemcsak a feltaras mértékét befolyasoljak, hanem a teljesitmény-
felvételt is.
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A gyongyok méretével kapcsolatban szerzett tapasztalatok nem egyértelmiiek. Az élesztok
kezelésénél a 0,5-2,8 mm kozotti tartomanyban a legkisebb méretii tivegszemcse-frakcid bizonyult a
leghatasosabbnak. Mas kisérletek szerint az optimum 0,25-0,5 mm ko6zott van, efolott és ezalatt
romlik a feltar6 hatas. Tovabbi eredmények szerint az optimalis atmérd fligg attol, hogy citoplazma-
vagy membrankotott enzimet akarunk kinyerni. Altalanosithatd megfigyelés, hogy minél kisebb a
sejtek mérete, annal kisebb az optimalis 4tmérd is. Igy a baktériumok feltarasahoz kisebb frakciot
célszeri hasznalni, mint az élesztékhoz. Masik oldalrél szem el6tt kell tartani, hogy folytonos
tizemmodban az elvételnél az ivegszemcséket vissza kell tartani az 6rl6térben. Kis gyongyatméronél a
szeparator nyilésai is kicsik, ami eltomoddésveszéllyel és nagy dramlasi ellenallassal jar.

A kamraba to6ltott iiveggyongyok mennyisége mind a feltarasra, mind az energiafelvételre hatassal
van. A feltaras szempontjabél a nagyobb mértékii toltés eldnyds, az optimum 80-88% kozott
észlelhetd. A sejtszuszpenzié ekkor szinte csak a hézagtérfogatban helyezkedik el. A t61tés mértékével
viszont a teljesitményfelvétel is n6, ami a hémérséklet n6vekedését eredményezi.

A kever6 kertileti sebességének novelése a technologiailag kihasznalhaté tartomanyban (10-20 m/s)
fokozza a feltaras hatékonysagat, extrém nagy sebességek esetén viszont a fellép6 ellentétes hatasok
miatt ez a novekedés lelassul, majd leall.
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3.4.2.3. abra: A sejtkoncentrdcio hatdsa az iizemi hémérsékletre

A keverd kialakitasanak is jelentds szerepe van a mivelet hatékonysagaban. Hagyomanyos
keverdk, propeller vagy turbina itt nem alkalmazhatok. Csak olyan tarcsaszerti elemeket épithetiink be,
amelyeknek nincs homlokfeliilete. Ezek csak rovatkolt, hullamos oldalukkal, illetve peremiikkel
mozgatjak a gyongyoket. Ez viszont azt is jelenti, hogy a keverd csak kozvetlen kérnyezetében, 1-2
cm-es zonaban hatékony. Emiatt a tengelyen slirin egymas mellett helyezkednek el a tarcsak. A
keveré mérete, azaz hogy mennyire fedi le az 6rlokamra keresztmetszetét, eltéré hatast valt ki kis €s
nagy sebességeknél. A kis feliilet hatranyos a kis keriileti sebességeknél, de jobbnak bizonyult a
nagyoknal. A sima keverétarcsak helyett rovatkoltak alkalmazasa elsésorban a siri sejtszusz-
penzidknal eldnyds. A beszerezhetd gyongymalmok kerek keverdtarcsai excentrikusan helyezkednek
el a tengelyen, ugy, hogy egy spiralt alkotnak. Ez a kiképzés lehetévé teszi ellenaram 1étrehozasat,
vagyis a gyongyok és a folyadék mozgasi iranya ellentétes. A tarcsak meréleges helyzetének
megvaltoztatasa, elferditése javitja a feltarast, kiilonosen kis fordulatszamoknal, de nagyobb telje-
sitményfelvétellel és hdmérsékletemelkedéssel jart.
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A vizszintes és fliggbleges helyzetben miikodtetett gyongymalmok koziil a feltaras hatasossagat
tekintve a horizontélis elrendezés kis mértékben hatékonyabb. A tovabbi miiszaki paraméterek
(tomitések, elvétel beépitése) szintén emellett szolnak.

A miikddési hdmérséklet valtoztatasa a megengedhetd 540 °C tartomanyban alig mérhet6 eltérést
okoz a feltarasban. Sokkal fontosabb a termeldd6 hé eltavolitisa, és ezzel a hdmérséklet emelke-
désének megakadalyozasa (3. abra).

Kisebb késziilékeknél hiitékopeny alkalmazasédval a héfokszabalyozas megfeleléen megoldhato
(1. abra), viszont a 1éptékndvelésnél ez az egyik legnehezebben lekiizdhet6 probléma.

A sejtkoncentracié valtoztatasaval szerzett tapasztalatok ellentmondadsosak. Egyes esetekben a
vagy maximumos gorbét kaptak. Jobban értelmezheték a jelenségek, ha figyelembe vessziik, hogy a
koncentracidé hatasa sebességfiiggd, csak kis sebességeknél észlelhetd, nagyoknal elhanyagolhatova
valik. Mds értelmezés szerint a sejtszuszpenzionak nem a koncentracidja szamit, hanem a reoldgiai
tulajdonsagai.

A gyongymalmok igen nagy elénye, hogy folytonos iizemben is miikodtethetdk (4. abra). A
késziilék egyik végén betaplalt 1é a masik végén kivezethetd, az liveggyongyok visszatartdsaval.

Hitoképeny Szivattyu

Feltart
sejtek

Jveg- Betaplal6
gyongy ok tartaly

Kilépo Keverd-
res tarcsa

3.4.2.4. abra: Folytonos tizemii gyongymalom (vazlat)

Ezzel jelentésen novelhetd a feldolgozasi teljesitmény. A berendezések alkalmazhatok ataram-
lasos, illetve recirkulaciés iizemmoddban is. Folytonos lizemben értelmezhetd a tartdzkodasi ido, és a
térsebesség (higitasi sebesség) paraméter is.

A gyongymalomban végbemend feltaras is altalaban jol leirhato az elsérendi kinetikaval

1
Il —— |=k
n[l R} t (16)

ahol k az elsérendi reakcio kinetikai konstansa, t pedig az id6, R itt is a feltart sejtek részaranya az
Osszes sejtbdl. (1d. a 6 egyenletet).

Recirkulécios tizemmodban, amikor egy adott anyagmennyiséget keringetéssel tobbszor is atvezet-
nek az 6rl6kamran, a kinetikai konstans az aramlasi sebesség novelésével csdkken. Feltehetéen a gyor-
sabb aramlas megzavarja a gyongyok kialakult rendezett mozgasat és ezaltal csokken a feltaras haté-
konysaga. Folytonos kisérletekben viszont elsérendii kapcsolatot lehet kimutatni a feltaras és az aram-
lasi sebesség reciproka (tartozkodasi idd) kozott. Nagyobb gydngymalmoknal a reaktorkinetika dssze-
tettebb, a kaszkad reaktorokra kidolgozott modellek hasznalatosak, a 1épcs6k szdma megegyezik a
keverdtarcsak szamaval. A modellt ki kell egésziteni a visszakeveredéssel is, ekkor ad jo egyezést a
kisérleti eredményekkel. A visszakeveredés és a diszperzio csokkentik a feltaras hatékonysagat, kiilo-
nosen kis atfolyasi sebességnél. A keverd sebességének ndvelése javitja a feltarasi sebességet, de
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emellett fokozza a visszakeveredést is. A két ellentétes hatas nagyon nagy sebességeknél kiegyenlithe-
ti egymast.

A gyodngymalmok teljes energiafelvétele a keverdsebesség, a toltés mértéke és az atfolyasi
sebesség emelésével novekszik. Jelentésen befolyasolja a fogyasztast a keverd kialakitasa is. Mérnoki
szempontbol a legérdekesebb paraméter valojaban az egységnyi feltart anyagmennyiségre jutd energia.
Ezt az értéket a felsoroltakon kiviil szamos tovabbi tényezé befolyasolja, és igy gyakran eléfordul,
hogy, hogy nem az Gsszes energiafelvétel optimumanal van a fajlagos érték minimuma. A hatasfok
nem mindig becsiilheté az eddig felsoroltak alapjan, pl. figyelembe kell venni az egységnyi
kamratérfogatra es6 keverétarcsak szamat.

A technikai paraméterek mellett Gjra meg kell emliteni hogy a feltards hatékonysaga fiigg a
mikroorganizmus fajtajatol és a tenyésztési koriilményektél. Ervényesiilnek a méret szerinti kiilonb-
ségek, minél kisebb egy sejt, annal nehezebb feltarni. fgy konnyebb elroncsolni a fonalas gombakat és
penészeket, mint a nem talsagosan vastag fala E coli-t. Az éleszt6k valahol kézépen helyezkednek el,
a csoporton beliil is vannak kiilonbségek, pl. a Saccharomyces fajokhoz viszonyitva pl. a Candida
utilis 1ényegesen ellenallobb.

A mikrobiologiai termékek jelentds része konnyen denaturdlodik. Ezért a gyongymalmok konkrét
alkalmazasanal gondosan kell optimalni a feltaras koriilményeit, tekintettel a kinyerni kivant anyag
stabilitasara. Enzimek esetében észlelhetdé mértékii inaktivalodas 1ép fel, még akkor is, ha a miikodési
hémérséklet 5 °C alatt tartjak. Valdsziniileg a nyiras, vagy mas mechanikai hatasok is denaturalodast
okoznak.

A gydngymalmok ipari léptékben is gyartott késziilékek. A bemutatott kataldgusoldalon (5. abra)
a legnagyobb méretii késziilek orldtere 275 literes, ehhez 75 kilowattos motor tartozik, a késziilék
tomege csaknem 3 tonna.

Technische Daten Technical Data Données techniyues
DYNO-Mill KDL KDL |- KDL KD KD KD KD KD
Typ/Type SPECIAL PILOT 5 15 50CN 200C 250C
Mahlbehélter 0.6 cont.
Grinding container Liter 0.3 batch 0.6 14 5 15 49 215 275
Récipient de broyage 0.15 batch
Motor
Motor kW 1.85 1.85 33 n 17.5 30 55 75
Moteur
Hohe
Height mm 470 470 520 1475 1680 1920 2090
Hauteur
Lange
| ength mm 520 520 520 935 1040 1440 2220 2730
| ongueur
Breite
Nidth mm o 00| &8 665 840 1050 1230
| argeur
Gewicht ca
Approx weiaght ka | 82 82 95 390 550 1050 2150 2800

3.4.2.5. dbra: Gyongymalmok méretsora (katalogus)

Felmeriilhet a kérdés, hogy egy 275 literes késziiléket hogyan lehet beépiteni egy fermentacios
feldolgozasi technolégiaba, ahol egy sarzs sokszor 100 m®-nyi fermentlevet jelent. A valaszhoz
figyelembe kell venni, hogy a 100 m® fermentlébdl levalasztott sejttomeg csak ~5 szazalék (= 5 m®).
Az Orlétérben ~10 perces tartdzkodasi id6 altalaban megfeleld feltarast biztosit, azaz oranként
térfogatanak hatszorosat képes feldolgozni. A gydngyok kozotti hézagtérfogatot becsiiljiik 50%-nak,
tehat egyszerre ~140 liter sejtszuszpenzid t6lthetd be. Ez o6ranként 6*140 = 840 literes kapacitast
jelent. Az 5000 liternyi biomasszat tehat ~ 6 ora alatt lehet feldolgozni, ami iizemi technologidkban
elfogadhato.
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3.4.3. Nagynyomasu homogenizatorok

A nagynyomasu homogenizalas a gyongymalmok mellett a masik valaszthato nagyléptékii mechanikai
feltarasi modszer. Nagynyomasu homogenizatorokat hasznalnak az ipar mas teriiletein is, ahol nagyon
finom emulzidk létrehozasara van sziikség. Legnagyobb léptékben a tejipar hasznalja a tejben 1&vo
zsircseppek (micellak) apritasara. A méretcsokkentéssel megakadalyozhato a zsir felillepedése, ezaltal
(és az ultrapasztorozéssel) a tej honapokon keresztiil tarolhatova valik. A tejipari homogenizatorok
kiilonosebb atalakitas nélkiil alkalmazhatok feltarasi célokra.

A roncsolashoz a sejtszuszpenziot nagy nyomassal (200-600 bar) atviszik egy (vagy két sorbakap-
csolt) szabalyozhato, sziik nyilasa szelepen (1. €s 2. abra).
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3.4.3.2. dbra: Egy- és kétfokozatu homogenizalo szelep hosszmetszete

A szeleptanyért egy rugd szoritja bedllithatd erdvel a szelepiilékhez. A nyomds a rugoéerd
ellenében megemeli a Szeleptuskot, és ekoriil a vékony filmben aramld sejtszuszpenzido a nagy
nyomaskiilonbség hatasara rendkiviili médon felgyorsul (2-300 m/s). Ennek megfeleléen igen erés
mechanikai hatasok 1épnek fel (nyiras, iitkdzés, kavitacio). Sokkal kevesebb miiveleti paramétert kell
szem el6tt tartani, mint a gyongymalmoknal. Legfontosabb a miitkddési nyomas, a hémérséklet és az
atpréselések szama. Emellett a szelep geometriai kialakitasan is nagyon sok mulik.

3.4.3.1. A miikédési paraméterek hatdsa

A nagynyomasu homogenizatorokban a feltaras altalaban elsérendi kinetikaval irhato le, de az id6 he-
lyett az dtnyomatasok szamat hasznaljak (N, = passzazsszam).
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A kinetikai konstans” a hémérséklet és a nyomas fiiggvénye. A nyomasfiiggés Kibonthato egy
hatvanyfiiggvénnyel: P az lizemi nyomas, az (a) Kitevo értéke pedig mas és mas a kiilonféle
mikroorganizmusokra, de egy mikrobanal is valtozhat. Pékéleszténél pl. 2,2-2,9 kozott valtozik a
tenyésztési koriilményektol fliggden. Ha csak a nyomast valtoztatjuk, akkor log-log abrazolasban a
hatvanyfliggvénynek megfeleléen egyenest kapunk, amelynek paramétereibél (k) ¢és (a)
meghatarozhatd (1. abra). Masok az un. homogenizalasi faktort (®y) hasznaljadk a feltard hatas
jellemzésére: Oy = (N)(AP)
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3.4.3.1.1. abra: Pékéleszto feltarasanak nyomasfiiggése

A sejtben maradd fehérje mennyisége az egyenlet szerint exponencialisan csokken, azaz
féllogaritmikus abrazolasban linearis (2. dbra).
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3.4.3.1.2. dbra: Fehérjekinyerés nagynyomdasu homogenizatorral

A mechanikai hatdsok nemcsak a sejteket roncsoljak, hanem a fehérjéket is képesek denaturdlni. A
feltarasnal a termékkihozatalt befolyasolo két ellentétes folyamat, a fehérjekibocsatas és a denaturacio
egyarant hatvanyfliggvény szerint fligg a nyomastol. K6z6s diagramon mutatja be a 2. 4bra.
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3.4.3.1.3. dbra: A fehérjekibocsatas és az enzimbomlas fiiggése a nyomaseséstol

A feltaras hatasossaga széles tartomanyban fliggetlen a feldolgozott sejtszuszpenzid koncentra-

crcr
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Azonos mikrobatorzs esetén is eltérd feltarast kaphatunk a tenyésztési kiilonbségek (taptalaj, a
tenyészet kora) miatt. A 2. tablazat adatai a kdzel azonos nyomason (53-55 MPa), egy atvitellel elért
feltarasi hatasfokot mutatjak.

3.4.3.1.1. tablizat: PINGDIGEAR Felidrdsi hatdsfok kiilonbozd tenyészetek esetén

Organizmus nyomas (MPa) | feltaras (%)
pékélesztd 53 62
pékélesztd 55 12
soréleszto 55 61
Candida lipolitica 55 43
Escherichia coli 53 60
Escherichia coli 53 67

Az értekek 12-67% kozott valtoznak a kiilonbdz6 mikroorganizmusok €s mas faktorok
fliggvényében. A tenyésztési koriilmények jelentds kiilonbségeket okozhatnak, mint az a pékélesztd és
az Escherichia coli esetében mutatkozik. Az élesztonél a nyomasfiiggést leird hatvanykitevé is
jelentésen valtozik (2,2-2,9 ).

A 90%-os feltaras eléréséhez minimalisan két dtnyomasra van sziikség, még a legjobb mért
hatasfok esetén is. Mivel a feltaras erdsen fiigg a miiveleti nyomastol, sokkal hatékonyabbnak tiinik a
nyomas fokozasa és kevesebb kezelési ciklus beiktatasa. Ehhez nagyobb nyomasra tervezett
homogenizalé szelepet és megfelelé szivattyut kell alkalmazni. Igy el lehet érni a 176 MPa nyomast,
ami egy lépésben kozel teljes, ~100%-os feltarast eredményez. A mérések szerint a hatékonysag 70
MPa felett mar nem emelkedik olyan meredeken, mint az alsé tartomanyban. Az exponencialis
Osszefiiggés érvényességének felso hatara fiigg a szelep kialakitasatol.

A nyomas kérdése nem vizsgalhatd egyediil a feltards szemszogébdl. A nyomast szivattyuval
hozzak létre, és a szivattyu térfogatarama forditott aranyban all a legy6zend nyomassal (4. abra).
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3.4.3.1.4. dbra: Nagynyomasu szivattyuk jelleggorbéi

Ilyen nagy nyomasokat csak dugattylis szivattytval lehet 1étrehozni. A dugattyus szivattyu altal
létrehozott nyomas, ezzel egyiitt az aramlasi sebesség is szinuszgbrbe szerint ingadozik. Ennek
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kikiiszobolésére, vagy legalabb is csokkentésére altalaban haromhengeres dugyattyis szivattyut
alkalmaznak, az egyes hengerek 120 fokos faziseltolassal mikddnek (5. abra).

3.4.3.1.5. dbra: Haromhengeres dugattyus szivattyu

A szelep belsejének kialakitasa, geometriaja természetesen befolyasolja a feltaras hatékonysagat
is. Néhany szeleptusko + szelepiilék Kialakitast mutat be a 6. abra.

STANDARD SZELEP(SV)  RONCSOLG SZELEP (CR)  ROVATKOLT SZELEP (GV) ELES PEREMU SZELEP (KE) KﬁPOS SZELEP (CV)

2 9 d va Do

3.4.3.1.6. dbra: Homogenizadlo szelepek kialakitasa

Az egyes konstrukciok azonos kisérleti feltételek kozott felvett adatai azt mutatjak, hogy a
rovatkolt szelep (GV) igen gyenge hatasu, a tobbi négy kozel azonos, de a legjobb értékeket az éles
peremti szelep (KE) esetében kaptak.

3.4.3.2. A feltaras mechanizmusa

A feltarast a sziikitéses homogenizatorokban csak kevés paraméter befolyésolja — ezek koziil a legfon-
tosabb a nyomas — a roncsolds mechanizmusa mégis nehezen értelmezheté. A kisérleti eredmények
alapjan tobb mechanizmust is valoszinisitettek, de a szelepben fellépé hidrodinamikai jelenségek tal
Osszetettek ahhoz, hogy csak a mért adatokbdl egyértelmli kovetkeztetéseket vonjunk le. A homo-
genizald szelepben az aramlas erds nyirast, mechanikai fesziiltséget, 6rvénylést és a folyadéksugar
itkozése altal létrehozott fesziiltséget hozhat létre. A folyadék nagyon vékony filmben éaramlik,
dramldsa mégsem tisztan lamindris. Orvények 1épnek fel, és a folyadék utja tobbszor is éles szogben
megtorik.

A kiilonb6z6 homogenizalokkal végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a kulcsparaméter a
nyomasesés mellett a nyomasesés sebessége (dp/dt). Ezt bizonyitja az is, hogy ha szelep gyanant egy
acélkapillarist alkalmaznak, allandé nyomasesés (124 Mpa) mellett annal jobb volt a feltaras mértéke,
minél rovidebbre vették a kapillaris hosszat.

A sejtek roncsolddasanak hidrodinamikai modelljében feltételezik, hogy a turbulens aramléasnal
létrejovo kis orvények, amelyek mérete kisebb mint a sejt, a sejtfolyadék liiktetését okozzak, és ennek
Kinetikai energidja elegendd a sejtfal szétszakitisahoz. A méreteket azért fontos emliteni, mert az
orvény nagysaganal kisebb sejtekre ez a mechanizmus nem hat. Ez az elmélet jol egyezik a kisérleti
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tapasztalatokkal, de csak akkor hozhatdé Osszhangba a tobbszori kezelés soran észlelt elsérendi
kinetikaval, ha a modellt egy id6tényezdvel is kiegészitik. A masik probléma, hogy az ismételt
kezelésekkel elért teljes feltarast csak azzal a feltételezéssel lehet leirni, hogy a sejtek fala minden
egyes passzazs soran gyengiil, vékonyodik. A hidrodinamikus jelenségek vizsgalatat neheziti a
dugattyus szivattyuk ciklikus nyomasingadozasa, pulzalasa is.

3.4.4. Szakaszos tizemii homogenizatorok

A sziikitésen valo atpréselés megvalosithatd szakaszos iizemben is. Nagy nyomasra itt is sziikség van,
de elhagyhatdé a folyamatosan oriasi nyomast létrehozo dugattyus szivattyd, helyette szakaszosan
iizemelO hidraulikus rendszer alkalmazhato. A késziilék kapacitisa a henger + dugattyu ,,10kettér-
fogatatol” fiigg.

A mintat acélhengerben dugattytival nyomjak at a fojtadson, mikozben a nyomast allando értéken
tartjak (a legnagyobb leirt iizemi nyomds 210 Mpa). A kilépé nagy sebességli folyadéksugarat
fémfeliiletnek titkoztetik (1. abra).

Dugattyu

Munkahenger

' ____—Folyadéksugar
Furat Utkodz6 lemez

3.4.4. 1. dbra: Szakaszos tizemii homogenizdtor (French press)

Sejt-
szuszpenzio

A mivelet soran a szelep és az anyag felmelegszik, ami denaturalodast okozhat. Ezt elkeriilendo,
hitérendszert kell beépiteni. A nyomads szabalyozasa manualisan és automatikusan is megoldhatd. A
legfejlettebb modellek (pl. Servall-Ribi Fractionator) az Gjratoltést is automatikusan hajtjak végre. A
modszer 1éptéknovelése a féliizemi 1éptéken tul a nagy nyomas és a szakaszos lizem miatt nehezen
megoldhatd. A mivelet és a késziilék hasonlit a nagynyomasu homogenizatorokra, valdszintileg a
feltaras mechanizmusa is azonos. A sziikitésen athaladé folyadékban igen nagy sebességgradiens
alakul ki, ez erételjes nyirast is jelent, ami szétszakitja a sejteket.

3.4.5. X-press

Csak latszolag azonos elvili késziilék az X-press. A henger + dugattyti, a furaton valo atpréselés nagy
nyomassal itt is megvan, de a folyamat itt szilard fazisban, jéggé fagyasztott allapotban megy végbe. A
hengerbe fagyasztott szuszpenzidt a dugattytl extrém nagy nyomassal kényszeriti at egy sziik furaton
(1. &bra). A szilard jég ilyen koriilmények kozott plasztikusan viselkedik, és athalad a résen.
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| SESSEOCrEE

3.4.5.1. dbra: Az X-press (vdzlat)

A feltaras soran tobb mechanizmus érvényesiil egymas mellett. A jégkristalyok roncsold hatasa és
a sziikitésnél fellépd sebesség- és nyirogradiens mellett érdemes tanulmanyozni a jég fazisatmeneteit a

miivelet soran (2. abra).
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3.4.5.2. abra: A viz-jég fazisdiagram

Az abran a romai szamokkal jelzett terliletek a jég kiilonb6zé kristalymodosulatainak felelnek
meg. A kiindulési pont az atmoszférikus nyomas, és -22 °C (vagy ez alatti hémérséklet). A fagyott
szuszpenzioban a jég az I-h (hexagonalis) kristalyformaban van. Allandé hémérsékleten a nyomas
novelésével a diagramon folfelé mozog a rendszer, a piros nyil mentén. Ha a jég harmaspontja alatt (-
22 °C, 211,5 MPa) vagyunk, akkor koriilbeliil 2100 bar nyomasnal elérjiik a jég I — jég III atmenetet.
Ez térfogatcsokkenéssel jar. Tovabb novelve a nyomast a jég Il — jég V atmenet kovetkezik, ami
tovabbi zsugorodast okoz. A furaton val6 athaladas utan a nyomas pillanatszeriien csokken, visszaall a
légkori értékre, mikozben ezek az atalakulasok forditott sorrendben mennek végbe (lefelé mutatd nyil
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a fazisdiagramon). A jégkristalyok térfogatcsokkenése, majd novekedése jelenti a legerdsebb feltard
hatast ennél a modszernél.

~ X-PRESS Zellendesintegrator

3.4.5.3. abra: Az X-Press feltarokamraja (katalogusfoto)

A foton lathato feltdré kamra lényegében egy fémtomb, amibe egy furatot mélyitettek, ebben
mozog a dugattyt. A bemutatott henger csak kis része a berendezésnek, a nyomast egy jokora, mazsas
sulyt hidraulikus egység biztositja.

3.4.5.1. tablazat: _ A jég kristalymodosulatainak adatai

Jég Relativ Tf rfoga’t .
kristalyforma stiriisé csbkkenés,
Yy g %
Jég-1-h 0,92
19,3
Jég-111 1,14
7,3
Jég-V 1,23

A fagyasztva préseléses eljarasnak tobb elénye van:

— nagyon hatékony, a mikroorganizmus tipusatdl fliggetleniil egy kezelés teljes feltarast
eredményez

— az alacsony héfok miatt denaturaldédastol nem kell tartani

— koncentralt sejtszuszpenziokat (akar kipréselt sziirdlepényt) is fel lehet dolgozni.

Hatranya, hogy a nagy nyomas €s a szakaszos miitkddés miatt nem léptékndvelhetd. A 20006000
bar (200-600 MPa) nyomas miatt nem lehet lehet nagy késziiléket épiteni, csak milliliteres
mennyiségeket lehet feldolgozni. Minden egyes mintanal be kell allitani a -22 °C alatti héfokot, ez
nagyon lelassitja hasznalatat.
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3.4.6. Energiasziikséglet

A mechanikai sejtfeltaras a valasztott modszert6l fiiggetleniil energiaigényes miivelet. Gyakorlati
szempontbol elsOsorban az energia hasznosuldsat, a fajlagos értékeket célszerli vizsgalni. A kiilonb6z6
leirasok Osszehasonlitasanal nehézséget okoz, hogy az energiafelhasznalast gyakran mas mennyiségre
vonatkoztatva adjdk meg. A legjobban hasznalhatd Osszehasonlitasi paraméter a bevitt egységnyi
energiara eso feltart sejttdmeg (szarazanyagban kifejezve). Ilyen 6sszehasonlithato adatokat mutat be a
3. tablazat. Az adatok szerint a hatékonysag erdsen fiigg a sejtkoncentraciotol, a kever6 kialakitasatol,
a térfogati viszonyoktol és az el6bb leirtak szerint a mikroorganizmus tipusatol. A tablazat adatai
Osszhangban vannak azzal a tapasztalattal, hogy a Candida utilis és a Scenedesmus obliquus esetében
a hatékonysag rosszabb, mint a kdnnyebben feltarhatd Saccharomyces cerevisiae-nél.

3.4.6.1. tablazat: _ A gyongymalmok energiafelhasznaldsa

Organizmus feltaras (%) | koncentracié hatékonysag
(% sz.a./tf) (mg/J)

Saccharomyces cerevisiae 80 6 0,51
80 11 1,11
80 16 1,11
85 10-20 0,93
95 17 1,26-1,39
65 13,5 2,32
42 13,5 1,25
40 13,5 5,40

S. carlbergiensis 95 17 1,26-1,39

C. utilis 85-90 17 0,84-1,07

A nagynyomasu homogenizatorokban az energiahasznosulast a szazalékos feltaras/egységnyi
energiabevitel alapjan is vizsgaltak. Ez a mutatd pékélesztore allandd maradt 8,5 és 17%
sejtkoncentracio kozotti tartomanyban, ami a feltart sejttomegre szamolva viszont linearis novekedést
jelent.

3.4.6.2. tablazat: _A nagynyomdsi homogenizatorok energiafelhaszndlasa

Organizmus feltaras (%) koncentraciéd hatékonysag
(% sz.a./tf) (mg/J)
Saccharomyces 90 17 1,65
cerevisiae
94 20 1,25
Candida utilis 90 20 1,26
87 20 0,83

A homogenizatorok dsszehasonlitd adatai a 5. tablazatban lathatok. Itt is megmutatkozik, hogy a
C. utilis feltarasanak nagyobb az energiaigénye, mint a S. cerevisiae -nek.

A tapasztalatok azt mutatjak, hogy az alacsony nyomason tobbszor végrehajtott atpréselés
energetikailag is kedvezétlenebb, mint az egyszeri, nagy nyomassal végrehajtott kezelés.

Az energiahasznositasi szempontok mindkét késziiléktipusnal az egy lépésben végrehajtott,
intenziv feltaras iranyaba hatnak. Ennek viszont hatart szab a termékek bomlasa és denaturalodasa. A
bevitt energia jelentds része mindkét berendezésnél hévé alakul. A nagynyomasu homogenizatoroknal
ez gyakorlatilag pillanatszeriien hové alakul a szelepben A feltart anyag hémérséklete erésen
emelkedik, legalabbis az athaladas ideje alatt (1. abra). A hofejlodés a gydongymalmoknal is
jelentkezik, de id6ben és térben nem koncentralodik a annyira.
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3.4.6.1. abra: A nagynyomdsu homogenizator héeffektusa

3.5. Nem-mechanikai modszerek

A megfelel6 laboratériumi sejtfeltarasi modszer kivalasztasanal tobb tényezo6t kell figyelembe venni,
pl. a rendelkezésre all6 sejtmennyiséget, a kinyerni kivant komponens érzékenységét (hdmérsékletre,
vegyi anyagokra, proteolitikus enzimekre), a feltaras kivant mértékét, megengedheté idétartamat. Az
esetek tilnyomo részében a lehetd legkiméletesebb modszer alkalmazésa kivanatos. Ha a vizsgélatok
legalabb tavlati célja a kinyerendé termék nagyobb Iéptékii elballitasa, célszeri mar laboratoriumi
szinten egy léptéknodvelhetd modszert valasztani.

A nem-mechanikai modszereket tovabb csoportosithatjuk fizikai, kémiai és biologiai feltarasra.

3.5.1. Fizikai modszerek

A fizikai modszereket, mint pl. a fagyasztas-felolvasztas ismételt ciklusokban, hékezelés és szaritas
szamos esetben alkalmaztak.

A fagyasztas-felolvasztas altalaban sok ciklus utan is elég rossz hatasfoku, raadasul meglehet6sen
idéigényes. Az ¢lelmiszeriparral és a torzsfenntartassal szemben itt a lassi hiités és felmelegités
hatasos. Az elébbi két esetben a sejtek épsége érdekében a gyors hiitéssel sok apro jégkristaly
kialakulasat segitik eld, mig a lassu hiités kevesebb, de nagyra novekvo jégkristalyt eredményez,
amelyek roncsoljak a sejtes szerkezetet. A hosszadalmas folyamat soran a kiszabadulo anyagok egy
része el is bomlik, és fennall a befertézddés veszélye is.

3.5.1.1. Szaritas, hékezelés

A hékezelés végbemehet vizes kbzegben, illetve szaritis kézben, ahol a folyamat végén mar szaraz
allapotban éri a ho a biomasszat. A fermentlé hdokezelése 60—100 fokon (hdésokk), gyakran pH-
allitassal kombinalva sok esetben javitja a sejttomeg szlirhetoségét, és részleges vagy teljes
sejtfeltarassal jarhat. A feltarodas mechanizmusa kettés. A magas homérséket hatasara egyes fehérjék
denaturaloédnak, és a citoplazmamembran lipidjei félfolyékony allapotbdl olvadt allapotba keriilnek,
kettOs réteg helyett cseppeket, micellakat alkotnak. Példa: B, vitamin fermentlé feldolgozasa, ahol
melegités és kalcium-hidroxid beadagolasanak hatasara az intracellularis vitamin kilép a Iébe.
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A szaritas soran (dobszaritd, porlasztva szaritd) a sejtek magas homérsékletnek vannak kitéve, és
ez veszélyezteti a komponensek bioldgiai aktivitasat, pl. a fehérjék denaturalédasat okozhatja. Bar az
anyag hémérséklete a viztartalom elfogytaig nem haladja meg a nedves héméré homérsékletét, ez is
olyan valtozasokat idéz el6, hogy a szaritott sejtanyagbdl csak rossz hatisfokkal extrahalhatok a
fehérjék. Emiatt az atmoszférikus nyomason, 100—105 fokon szaritast ritkan alkalmazzak. Példa:
szaritott pékélesztd gyartasa. A sejtek egy jelentds része a szaritds soran elpusztul, de az
erjesztéenzimek aktivitdsa megmarad, szén-dioxid termelésére képesek.

A szaritas nem minden esetben torténik magas hémérsékleten. A liofilizalas (fagyasztva szaritas)
legalabb is a folyamat elején, fagypont alatti hdmérsékleten megy végbe. A fagyasztott és mélyhiitott
sejttomegre nagyvakuumot adnak. A jég szublimal, feliiletérél folyamatosan vizmolekulak 1épnek ki
egyenesen a goOzfazisba. A vakuum megndveli a molekuldk szabad uthosszat, igy azok nagyobb
valészinliséggel tavoznak el a vakuumszivattyt felé a rendszerb6l. A konnyen eltavolithaté nedvesség
elfogytaval a kotottebb vizet a homérséklet fokozatos emelésével hajtjak ki, de a véghomérséklet sem
haladja meg a 20-30 fokot. A liofilezés torzseltartasi modszer is, az igy tartositott sejtek évekig,
évtizedekig megorzik genetikai tulajdonsagaikat és szaporodoképességiiket. A kiilonbség az eltartd és
a feltaro liofilezés kozott a védokozegek alkalmazasaban és hdmérsékletprofilban van. Védékozegként
hidrofil anyagokat, cukrokat, fehérjéket adnak a sejtekhez, amelyek beburkoljak és tartdsitjak azokat.
Védbéanyagok nélkiil a sejtmembran a fagyasztva maratasos technikdhoz hasonldan a felszinre keriil,
és sok apro rés keletkezik rajta. Pufferben felvéve a nyilasokon keresztiil a sejt beltartalma kioldodik.

3.5.1.2. Oldoszeres feltirasok

A szaritasi eljarasok kozé besorolhatd be az olddszeres szaritas is. Ehhez vizzel elegyedd, alacsony
forraspont olddszert hasznalnak, jellemzdéen acetont. A sejttomeget leszlrjik (példaul Biichner-
tolcséren), és még a sziirén, szivatas kdozben acetonnal tobbszor mossuk. A viz oldészerelegy formaja-
ban kimosodik a sejtek koziil, a maradék olddszer pedig az atszivatott levegdbe elparolog. (A parolgas
héelvonasa olyan erds lehet, hogy a tolesér kiviilrél deresedhet a labor levegdjébdl rafagyott paratol.)
Az igy kapott porszerti, szarazon perg6 preparatumot nevezik acetonpornak (jellemzden ¢élesztébol ké-
szitenek ilyet, 1. abra).

3.5.1.2.1. dbra: Acetonpor élesztébdl

Konnyen kezelhetd, bemérhetd, homogén, napokig, hetekig tarolhatdo anyag, sokkal kényel-
mesebben lehet vele dolgozni, mint a romlékony, autolizald, kenddo élesztd sejttomeggel. Az aceton
hatasatol a sejtek szerkezete még nem karosodik. Hatékony feltarast akkor lehet elérni, ha a szaritas
utan erdsen apolaros oldoszerrel kioldjuk a lipideket, azaz eltavolitjuk a citoplazmamembrant. Erre a
célra laboratoriumban étert szoktak alkalmazni. Veszélyessége ellenére azért jo valasztas, mert
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alacsony forraspontja miatt kénnyen, gyorsan és maradéktalanul eltavolithaté a preparatumbol. Az
éteres kezelés utan tUjra vizes kozegben dolgozhatunk, pufferek alkalmazasaval oldhatjuk ki a
sziikséges komponenseket.

Felmeriilhet a kérdés, hogy miért nem lehet egybdl éteres kezeléssel kezdeni, miért van sziikség az
acetonra. A éter nem elegyedik vizzel, igy a sejtek kozott és a feliiletiikon 1€v6 viz tavol tartja az 0ldo-
szert, nem lehet a lipideket kioldani. Az acetonnal vizmentesitett sejteket viszont mar nedvesiti az
apolaris folyadék.

Oldoszereket alkalmaznak az autolizis eldsegitésére is. Eleszté sejttomeghez kis mennyiségii (2-
3%) toluolt adva néhany nap alatt teljes bomlast érhetiink el. Ez valoéjaban enzimes folyamat,
amelynek soran a lipidmembranok felbomlasaval kiszabadul6 enzimek bontjak le a sejt anyagait.

3.5.1.3. A4 sejten beliili nyomds novelése

Kiméletes feltarasi modszer az 0zmotikus sokk. A sejteket nagy ozmdzisnyomasu oldattal (1 M glice-
rin, 1 M gliikdz) hagyjak kiegyenlitédni, majd desztillalt vizbe viszik at a szuszpenziot. Legegy-
szeriibben gy valdsithatd meg, hogy a sejteket a tomény oldatbol lecentrifugaljuk, a feliiliszot
dekantaljuk, és a leiilepedett réteget nagy mennyiségli vizzel vessziik fel. A sejtekbe behatold viz
erésen megnoveli a belsé nyomast, amely szétszakithatja a sejtfalat. Ez a modszer csak a leggyengébb
falu sejtekre hatasos (I1d. a bevezetét). Nagyon hasznos viszont kombinacidban, enzimes kezelés vagy
falszintézis gatlas utan, esetleg az autolizis hatékonysaganak javitasara.

Szintén kiméletes modszer a feltarasra a dekompresszio alkalmazasa. Ez a gazok oldhatosaganak
nyomasfiiggésén alapszik, amit a Henry-tdrvénnyel irhatunk le. Eszerint a permanens gazok
oldhatésaga linearisan novekszik a parcidlis nyomassal. Ha tehat egy bombaban (1. abra) a
sejtszuszpenzid folott a gaz nyomasat megndveljiik (10-20 Mpa), akkor az egyensuly beallta utan az
oldott gaz koncentracioja a folyadékban, és a sejtekben is 100-200-szorosara ndvekszik.

3.5.1.3.1. dbra: Dekompresszios bombdk (katalogusfoto)

A nyomast hirtelen csokkentve az oldott gaz buborékokat alkotva szabadul fel a folyadékbol. A
sejtek belsejében keletkezd buborékok valosaggal szétpukkasztjak a sejtfalat. A modszer kiméletes,
mert az alkalmazott inert gazok (pl. NO) nem lépnek reakcioba a bioldgiai anyagokkal. A gazok
Osszenyomasa hofejlédéssel jar, de ha gazpalackbodl vessziik a gazt, felmelegedés nem észlelhets. A
kiterjedés viszont éppen hdelvonassal jar, tehat ebben a szakaszban nem éri karosodas a termékeket.
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3.5.2. Kémiai modszerek

A sejtek kémiai kezelése két célt szolgalhat: egyes sejtalkotorészek extrakcidjat vagy a sejt lizisét. A
lugos kezelés kioldja a legtobb sejtalkotot, de altalaban a sejtfal szerkezete megmarad. Teljes
hidrolizist lehet elérni pl. 6 n s6savval, 6-12 ora alatt, de ekkor a fehérjék is aminosavakra bomlanak.
Tomény élesztdszuszpenziok savas kezelése reflux alatt igen jo feltarast eredményez, de elvész a
vitaminok, fehérjék és szinanyagok egy része.

Mas vegyi anyagok, pl. butanol vagy karbamid szintén hatasosak, de a keletkez6 masszabol nehéz
elvalasztani a kivant terméket, és toxicitasi problémak is felléphetnek.

Atmenet a bioldgiai és kémiai modszerek kozott a detergensek és az antibiotikumok alkalmazasa.
Ezek szelektiven a citoplazmamembrant karositjak, ezaltal kismolsulyt anyagok kidramlasat és ezzel a
sejt pusztulasat idézik eld. A szintetikus detergensek (kationos és anionos egyarant) széles skalaja
alkalmazhaté a membranstruktira felbontasara, viszont szamos molekulanal, pl. fehérjéknél
denaturalodast okozhatnak. A korhazi fertotlenitdszerek nagy része ilyen elven miikodd kationos
detergens. Hasonloképpen viselkednek a természetes detergensek (pl. epesavak) is.

Az antibiotikumok koziil a memranfunkciot karositdé anyagok két csoportba sorolhatok. A peptid
tipusu antibiotikumok (polimixin B, tirocidin C, gramicidin S) detergens jellegi ciklopeptidek,
amelyek a baktériumok biolégiai membranjaiba beépiilve tonkreteszik azt. A polién tipusu
antibiotikumok (amfotericin B, nisztatin, candicidin) szintén detergens jellegli vegyiiletek, amelyek
viszont csak a gombak membranjat karositjak. Ez a szelektivitas annak kdszonhetd, hogy a membran
szteroid tipusu vegyiileteivel 1épnek kolcsonhatasba, és a prokaridtdk membranja nem tartalmaz
ilyeneket. Hatasukat viszonylag lassan fejtik ki.

Az antibiotikumok egy masik csoportja is lizalja a sejteket, de a hatdsmechanizmus egészen mas.
A falszintézist gatlo antibiotikumokat (pl. penicillint, cikloszerint, bacitracint) a novekedés késoi
szakaszaban adagoljak a tenyészethez a lizis kivaltasara. A kezelés akkor hatékony, ha az osztodas
még nem fejezddott be, mivel a falhianyos sejtek legkdnnyebben a kdvetkezd osztodasnal bomlanak
fel.

3.5.3. Enzimes modszerek
Sokat tanulmanyozott modszer a sejtfal enzimes bontasa. Szamos enzimet azonositottak, amelyek a
sejtfal jellemzé anyagait, kémiai kotéseit bontjak (pl. lizozim, mannanaz, cellulaz, kitinaz, csigaenzim,

Trichoderma-enzimek).

3.5.3.1. tablazat: _ Sejtfalakat bonto specifikus enzimek

Organizmus Enzim
Baktériumok lizozim
. i mannanaz (Yeast
Eleszt0k Lyase, Cytophaga sp.)
Penészek kitinaz, cellulaz
Algak, ndvényi sejtek | cellulaz

Az enzimes lizisnek csak egyik eléfeltétele a megfeleld enzim kivalasztasa, meg kell taldlni az
optimalis alkalmazasi modot is. Sok mikroorganizmus csak a ndvekedés egy bizonyos szakaszaban,
vagy csak kiilonleges tenyésztési koriilmények kozott (pl. Mg-hiany) érzékeny az enzimekre. A
bontasra latszolag érzéketlen fajok kozott is vannak olyanok, amelyek besugarzas, nagy sokon-
centracié vagy biologiai faktorok jelenlétében érzékennyé valnak. Tobb enzim kombinacidjaval
altalaban jobb eredményt lehet elérni mint egyfajta enzimmel. Az enzimes kezelés elonye, hogy spe-
cifikusan csak néhany kotésre iranyul, mas anyagok nem bomlanak el, és a fiziologiaihoz hasonlo
koriilmények kozott megy végbe. A litikus hatidsu enzimek viszont jelenleg dragak, és az ismertek
koziil csak kevés van kereskedelmi forgalomban.

Nagy 1éptékben is gyartanak egy Cytophaga sp. altal termelt, élesztésejtfalat bontd enzimet (Yeast
Lyase). Szabad ¢és szénhidrathoz kotott formaban egyarant aktiv, mindkét formaban alkalmazhato.
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A legtobb mikroba képes a sejtfal polimereit bontd enzimeket is szintetizalni, mivel a novekedés
soran sziikség van a sejtfal ,tagitasara” is. Bizonyos kornyezeti feltételek megvaltozasa atallithatja a
sejt anyagcseréjét, megindithatja ezeknek a falbontd enzimeknek, vagy mas autolitikus enzimeknek a
taltermelését. Indito1okésként szolgalhat a homérséklet, a pH, az ionerdsség megvaltozasa, vagy ezek
kombinacidja. Az autolizishez altalaban hosszabb id6 sziikséges (2-20 ora), és a hatékonysaga is
meglehetdsen kicsi. Raadasul szamottevé termékveszteséggel, denaturalodassal kell szamolni, mivel a
kiszabadul6d enzimek a hosszl inkubacids id6 alatt elbontjak a rendelkezésre all6 szubsztratokat (pl. a
proteazok a tobbi fehérjéket).

Az enzimes sejtlebontas tipikus termékei a kiilonféle élesztéautolizatumok, plazmolizatumok és
hidrolizatumok. Az éleszté autolizise 12-24 o6ra alatt végbemegy 45-50 °C-on. Kis mennyiségii
natrium-klorid, etil-acetat, toluol vagy kloroform hozzaadasa meggyorsitja a folyamatot. Az elbon-
tatlan sejtfalakat eltdvolitva tiszta extraktum kaphato.

3.5.4. Biologiai modszerek

Ide sorolhatok a genetikai modszerek (falhidnyos mutansok, fagok, programozott lizisti térzsek). Ezek
nagy része csak laboratoriumi eljaras, de a nagyléptékii tenyésztésnek nincs elvi akadalya. Sajnos ezek
a modszerek gyakran egyiitt jarnak a fehérjék karosodasaval, denaturalodasaval, ezért nem mindig
alkalmasak enzimek el6allitasara vagy élelmiszeripari célokra, ahol a fehérjék biologiai mitkodése
lényeges.

Kevésbé vizsgalt teriilet a fagfertézéssel 1étrehozott enzimes bontas. A lizis két irdnybdl indulhat:
kiviilr6l és beliilrél. A fertézés soran a fag altal hordozott enzim hidrolizalja a gazdasejt falat, hogy a
nukleinsav bejuthasson a sejthe. Ha a fertézés er6s, a sejt feloomolhat, miel6tt a fagok belépnének a
sejtbe (lizis kiviilr6l). Mas esetekben a fag reprodukcidja soran a sejtben képzédik egy olyan enzim,
amely lizist okoz, és ezaltal lehetévé teszi az 0j faggeneracid kiszabadulasat (lizis belilrdl). Mivel a
fag atallitja a sejt anyagcseréjét, a kiszabadul6 sejtanyag Osszetétele mas lehet, mint amit egészséges
tenyészetb6l mas feltarasi modszerrel kaphatunk.

A programozott sejtlizis nagy léptékli megvalositasara is folynak erdfeszitések. Létezik mar pl.
olyan Saccharomyces cerevisiae torzs, amely autolizist szenved, ha a hémérsékletet 27 °C-rél 37 °C-ra
emelik. A hémérsékletvaltozas 6nmagaban nem elegend6, megfelel6 sejtkoncentracié és fizioldgiai
allapot is sziikséges a lizis kivaltasdhoz.

3.6. Osszefoglalis

Attekintve a sejtfeltarasi modszereket, megallapithatjuk, hogy nincs egy ,.legjobb” miivelet, sokféle
mechanikai, fizikai, kémiai és bioldgiai modszerbdl kell kivalasztani az adott esetre legmegfelelébbet.
Nagy résziik csak laboratoriumi hasznalatra alkalmas, de néhanyat tovabbfejlesztettek féliizemi, s6t
tizemi szintre is. A megfeleld feltarasi modszer kivalasztasanal tobb tényezot kell figyelembe venni:

— az adott mikroorganizmus érzékenységét az egyes feltarasi modszerekre (ez elsésorban a sejtfal
szerkezetétdl fiigg)

— akinyerni kivant termék stabilitasat a feltaras koriilményei kozott

— a feltaras utan keletkezé homogenizatum tovabbi feldolgozasi lehetoségeit

— amddszer sebességét és idoigényét

— amddszer egyszer(iségét, megbizhatosagat, reprodukalhatdsagat és nem utolsdsorban koltségeit

— afeldolgozandé sejtek mennyiségét és az elérendé kihozatalt.

Mivel igen sok genetikai és kornyezeti tényez0 hatarozza meg a mikrobasejtek szilardsagat,
ellenalloképességét, és a miiveleti paraméterek is széles korben valtoztathatok, ezért a feltarasi
muvelet elméleti alapon nem tervezhet6. Az altalanos (heurisztikus) iranyelvek és a kisérleti
eredmények egyiittesen alapozhatjak meg egy 01 feltarasi 1épés optimalasat.
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3.6.1. tablazat: _ Kiilonbozo tipusu mikroorganizmusok relativ érzékenysége

ultrahang | gyongymalom | homogenizator | X-press
allati sejtek 7 7 7 7
Gram-negativ baktériumok 6 5 6 6
Gram-pozitiv palcak 5 4 5 4
élesztOk 3,5 3 4 2,5
Gram-pozitiv kokkuszok 3,5 2 3 2,5
sporak 2 1 2 1
micélium 1 6 1 5

A kiilonboz6 tipustt mikroorganizmusok érzékenységét rangsorolja négy feltarasi modszerrel
szemben a 7. tablazat. A sorrend mind a négy metodika esetében hasonlo. Feltiin kivétel viszont,
hogy az igen ellendlld micéliumok milyen érzékenyek a gyongymalmokkal vagy fagyasztva
préseléssel végrehajtott kezelésre.

A sejtfal szerkezetének és a szerkezetet befolyasolo tenyésztési kortilményeknek az ismerete nem
csak a megfelelé feltarasi technika kivalasztasat segiti e€ld, hanem a feltarasi 1épést megkonnyitd
fermentacios technoldgia kialakitasat is.

Két mechanikai modszer, a gyongymalom és a nagynyomasu homogenizalé féliizemi, lizemi
szinten is alkalmazhatonak bizonyult. A késziilékek ara (beruhazas) és az energiasziikséglet (miikodési
koltségek) egyarant nagy. A bevitt energia tilnyomo része raadasul hové alakul, amit erételjes
inaktivalodasat megakadalyozzuk.

Az enzimes bontast még nem alkalmaztak féliizemi méretekben, de mégis igéretes, mint egyszeri
és kiméletes modszer. Az alapveté probléma az enzim ara. A modszer elterjedésére akkor lehet
szdmitani, ha az olcsé enzimel6allitds vagy a tobbszori felhasznalhatdésag megoldodik. A feltaras
egyszerisitésének masik, genetikai Utja a vékonyabb fali vagy bizonyos koriilmények hatasara
autolizal6 torzsek létrehozasa.
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4. KONCENTRALO MUVELETEK

Bevezetés

Ha egy fermentlé feldolgozasa soran eljutunk odaig, hogy a termék homogén oldatban van, azaz tul
vagyunk a sejtelvalasztason és az esetleges sejtfeltarason, akkor az altalanos séma szerint koncentralod
miiveletekkel érdemes folytatni. Segitségiikkel eltavolithatjuk a vizet, és ezzel egylitt megszabadulunk
jo néhany szennyezOanyagtol is. Célszerlien mas fazisba vissziik at a terméket, illetve membran-
miuveletekkel valasztjuk el a kisebb molekulaktol. A Bevezetés fejezetben irottaknak megfelelden a
koncentralé miveletek kozott targyaljuk az extrakciot, az adszorpciot, a csapadékképzést és a memb-
ranmiiveleteket.

4.1. Extrakcio

Az extrakcid (kioldas, kivonatolas) szétvalasztd, két- vagy tobbfazisu anyagatviteli mivelet, meg-
oszlason alapul6 elvalasztasi modszer. A kiinduld anyag (oldat, elegy, keverék) adott Osszetevijét
(0sszetevoit) nyerjiik ki szelektiv mdédon, oldoszer segitségével. Az elvalasztas elve a molekuldk eltérd
oldhat6sagan (azaz polaritasan) alapul. A viz, mint nagyon polaris oldoszer, a polaris/ionos anyagokat
oldja jol, a kevésbé polaris szerves oldoszerek viszont az apoléris jellegli vegyiileteket. Megfeleld
polaritasu oldoszerek kivalasztasaval adott polaritasi komponensek szelektiven extrahalhatok.

A szétvalasztas utan a kinyerendé komponens mar konnyebben elvalaszthaté az oldoszert6l (pl.
olddszer lehajtasa beparlassal), amely ezutan Ujra hasznosithaté a miivelet soran.

Az extrakcié miiveletét a vegyipar szinte minden teriiletén alkalmazzak, de ebben a fejezetben
csak a biotechnologia teriiletén hasznalatos ismereteket targyaljuk. A Vegyipari miveletek tantargy
tartalmazza az extrakcid kvantitativ leirasat, az anyagforgalmat, a berendezéseket, azok méretezését.
Itt az anyagi mindség hatasait, és néhany specialis extrakcids technikat targyalunk. EIobb néhany
rovid fogalommeghatarozas:

Az extrakcios miiveletek csoportositasa:

1. Folyadék-folyadék (F-F) extrakcié (angolul: liquid-liquid extraction, LLE): mind a kiindulasi
anyag, mind az olddszer folyadékfazisu (szolvens extrakcio).

2. Szilard-folyadék (S-F) extrakcio (angolul: solid-liquid extraction, SLE): a kiindulasi anyag
Osszetett szilard anyag, ennek oldhaté komponenseit vonjuk ki folyékony extrahaloszerrel (difftizios
extrakcio; pl. cukorgyartas, teaf6zés).

3. Szuperkritikus extrakcio (SCE): a kiindulasi anyag szilard (esetleg folyadékelegy), az oldoszer
fluid allapotban 1év6, nagynyomasu gaz (példaul a kavé koffeinmentesitése).

A fermentlevek feldolgozésanal tipikusan a vizes fazisu levet extrahdljuk szerves oldoszerrel, ezért
csak a folyadék-folyadék extrakcidval foglalkozunk. Ez esetben két, egymassal nem elegyedd fo-
lyadék kozott egy egyensulyi megoszlasi folyamatban az adott oldott anyag megoszlik a két fazis ko-
z0tt. Az egyensuly beallasanak sebessége az érintkezd feliilet nagysaganak a novelésével novelheto,
ezért a gyakorlatban a két fazist nagyon finom eloszlasban diszpergaljak egymasban (pl. heves és in-
tenziv razassal, befuvatassal, turbulens keveréssel). Az egyenstly beéllasa utan a fazisoknak elegendd
id6t kell hagyni a stirliség kiilonbség szerinti szételegyedésre, illetve ha ez a gravitacid hatasara nem,
vagy csak igen lassan megy végbe, centrifugalassal valasztjuk szét az oldoszereket.

A két fazis kozott megoszld anyagra az un. megoszlasi hanyados (k) jellemzo:
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ahol ¢« — az anyag koncentracioja az extraktumban
Cy — az anyag koncentricioja a raffinditumban

A megoszlasi hanyados (k) két adott, egymassal nem elegyedd olddszer esetén, adott hdmérsék-
leten az extrahalt anyagra nézve jellemz6 allando. Ez az 4llandosag csak idedlis esetben — egyaltalan
nem elegyedd hig oldatok esetében — all fenn. A gyakorlatban altalaban k # konstans, és a koncentra-
cid viszonyokat a kisérleti uton felvett egyensulyi gorbék segitségével, grafikus vagy numerikus mod-
szerrel lehet meghatarozni.

A folyadék-folyadék extrakcidé a szilard-folyadék extrakciohoz hasonloan lehet szakaszos, és
folyamatos is. A folyamatos extraktorokat altalaban ellenaramban muiikddtetik.

4.1.2. Szakaszos extrakcio

Szakaszos extrakcio esetén altalaban a megoszlasi egyenstly (egyszer vagy tobbszor) beall, és a
folyadékfazisok Osszekeverése és a szétvalasztasa térben vagy idében elkiilonitve torténik. A folyama-
tot legegyszeriibben az anyagmérleg felallitasaval irhatjuk le.

W, *c ., +W, *Cy pe =W, *c, +W, *C,

ahol: W, — a szerves (organikus) fazis mennyisége
W, — a vizes fazis mennyisége
Cx e — az extrahalt anyag koncentracioja a bevitt szerves fazisban
Cy pe— az extrahdlt anyag koncentracidja a bevitt vizes fazisban
Cyx , Cy — az extrahdlt anyag koncentracidja az egyensuly beallta utan

Ha tiszta olddszerrel végezziik a miiveletet, akkor Cy e = 0. Ekkor az utols6 taggal végigosztva az

c
ybe 11— Wo k = E = extrakcids faktor
c, W,

alakot kapjuk. A fazisarany szorozva a megoszlasi hanyadossal adja az extrakcios faktort, amelynek
segitségével a paraméterek konnyen kifejezhetok:

C :—k.Cy'be és C, = Cyte
O E+1 bOE+1
Az extrakcio6 hatékonysagat pedig a
P= Wo-Cy _
W, -C,pe 1+E

=kinyert hanyad

kiszamitasaval jellemezhetjiik.
4.1.3. Folyamatos extrakcios berendezések

A folyamatos betaplalasu, ellenaramt extraktorokban a valtoz6é koncentraciok miatt nem all be
egyensulyi allapot, az allanddsult allapotban a késziilékben az anyagatadas hajtoereje (az egyensulyi
és az aktualis koncentracid kozti koncentracio kiilonbség) is allandosul.

Az ipari folyamatos extraktorokat szerkezetiik és mitkodésiik alapjan a kovetkez6 csoportokba so-
rolhatjuk:
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— oszlopszerii berendezések
— kiils6 mechanikai energia nélkiil miikodo (gravitacios) oszlopok
— forgdelemes oszlopok
— alternalo mozgast elemekkel ellatott berendezések
— pulzalo vagy folyadékliiktetéses extraktorok

— centrifugalis extraktorok: a centrifugalis elven miikodo késziilékek kozott vannak olyanok, ame-
lyek csak a fazisok szétvalasztasat végzik a slirliségkiilonbség alapjan, de 1éteznek olyan komplex
berendezések is, amelyek a folyadékaramokat athaladasuk soran tobbszorosen Osszekeverik és szét-
valasztjak.

— keverd-iilepitéd extraktorok (mixer-settler): tobb szakaszos extraktor Osszekapcsolasaval
(kaszkad) jon 1étre. Minél tobb 1épcsot tartalmaz, annal jobban kdzeliti az idealis ellenaramu folytonos
berendezést.

4.1.4. Az extrakciot befolydsolo tényezok

Az anyagi minOség feldl kozelitve az extrakcio irdnyitasara két elvi lehet0ség van: vagy az olddszer,
vagy az oldott anyag tulajdonsagait valtoztatjuk meg. Kezdjiik elobb az oldoszerrel.
4.14.1. Az oldészer polaritdsa

A polaritas beallitdsanak legegyszeriibb modja a rendelkezésre allo oldoszerek koziil a megfeleld
polaritast kivalasztasa, esetleg tobb oldoszerbdl valo kikeverése. Oldoszert elméletileg az oldhatosagi
(solubility) paraméter alapjan valaszthatunk:

V, (8,-8,) -V, (3,-8,)°
RT

InK =

ahol:  V;— a parcialis molaris térfogatok,
O — az oldhatosagi paraméterek (ezek a molekulakat alkot6 atomcsoportok paraméte-
reib6l szamithatok).
A fenti elméleti megkdzelités szerint szinte minden vizzel nem elegyedd szerves folyadék alkal-
mas lehetne extrakciora. Ez azonban nem igy van, a gyakorlati szempontok alaposan megrostaljak a
szamitasba vehetd anyagok listajat:

— ar és hozzaférhetoség

— szelektivitas, jo oldoképesség

— elegyedés/oldhatosag a masik fazisban kicsi legyen

— a stirliségkiilonbség a fazisok kozott nagy legyen (a szétvalaszthatosag miatt)

— fizikai jellemzok (u, forr. pont, feliileti fesziiltség)

— veszélyesség (tliz-, és robbanasveszély, toxicitas)

— regeneralhatosag (az oldoszer visszanyerése - az oldoszerelegyeknél problémas lehet)

— az oldoszer kémiailag stabil legyen, a tobbi komponenssel ne reagaljon, a szerkezeti
anyagokat ne timadja meg

— viszkozitas, géznyomas, fagyaspont értéke kicsi legyen, a konnyebb kezelhetOség és tarolas
szempontjabol.

Az oldodszer kivalasztasahoz segitséget nytjthat a klasszikus polaritasi sor, amelyben a
leggyakoribb oldoszerek/oldoszercsoportok csdokkend polaritas szerint szerepelnek (1. tablazat).
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4.1.4.1.1. tablazat: _ Oldoszerek polaritdsi sora

Viz
Metanol

vizzel elegyedd
Etanol olddszerek
Aceton
Acetonitril elegyedési hatar
Eszterek oxigéntartalmu
Eterek olddszerek
Szénhidrogének erdsen apolaris
Halogénezett szénhidrogének | oldoszerek

A miiveletnek a technoldgiaban elfoglalt helye szerint valaszthatunk ,,er6s” (= er6sen apolaris),
vagy ,,gyenge” (= kevésbé apolaris) oldoszert. Eszerint megkiilonboztetjiik a totalis és szelektiv ex-
trakciot.

Totalextrakcid: erésen apolaris oldoszerrel (pl.: diklor-metan) minden apolaros anyagot, még a
sejtek lipidjeit is kivonjuk a fermentlébol.

Szelektiv/differencial extrakcid: pontosan beallitott polaritasti olddszerrel/oldoszer-keverékkel egy
komponens kioldasara toreksziink a tobbi koziil (szteroidok, alkaloidok).

Példaként vizsgaljunk meg egy szteroidfeldolgozasi technologiat, amelyben mindkettét végre-
hajtjak. A feladat a szitoszterin — 9aOH-androsztén-dion konverzio fermentlevének feldolgozasa. A
fermentlében a konverzi6 végén egyiitt van:

~ 12 g/l 90OH-AD (termék)
~ 1-4 g/l szitoszterin (megmaradt szubsztrat)
~ 1-3 g/l egyéb szteroid melléktermék.

A feldolgozas Iépései:

1. Total-extrakcio diklor-metannal (mindent kiold, cstinya emulzio keletkezik, a sok feliiletaktiv
anyag miatt nehéz szétvalasztani)

2. Az oldoszeres fazis elvalasztasa és beparlasa (az oldoszer lehajtasa vakuumban, viaszos, zsiros
szilard anyag marad vissza)

3. Szelektiv extrakcio diizopropil-éterrel (a 90OH-AD-t oldja, a maradék szitoszterint nem)

4. A maradék szelektiv extrakcidja metanollal (a szitoszterint oldja, a 9aOH-AD-t nem).

Hasonloképpen a kétféle céli extrakcié kombinaciojat lathatjuk a Kabay-féle eljarasban is az opi-
um alkaloidok kinyerésére és szétvalasztasara.

4.1.4.2. A kémiai tulajdonsdgok megvdlitoztatdsa

Amint lathato, az oldoszer megvalasztasanal sok korlatozo tényezot kell figyelembe venni, ezek na-
gyon lesziikitik a szamba johet6 anyagok korét. A megoszlas befolyasolasanak, iranyitasanak leheto-
ségeit viszont szélesiti az, hogy a kémiai kornyezet megvaltoztatasaval a kioldand6 termék oldhatosa-
gat meg tudjuk valtoztatni, a megoszlasi hanyadost értékét novelni.

A pH megvaltoztatasa
Gyenge savak ¢és gyenge bazisok esetében a pH megfeleld beallitasaval a disszociaciéo mértéke

.....

jes, a disszocialt és nem-disszocialt forma egymas mellett, egyensulyban létezik.
R-COO +H" < R-COOH

R-NH, +H' <  R-NHS'
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Az ionizalt, toltéssel rendelkezd forma értelemszeriien a vizes kdzegben oldodik jobban, a nem-
ionos forma viszont inkabb az apolaris, szerves oldoszerekben. A két allapot kozotti egyensulyt a
disszociacios allanddval irhatjuk le, gyenge savak esetén példaul:

‘. _[R-co0 J[H"]
[R—COOH ]

.....

forma kertil tulsulyba, azaz a gyenge sav megoszlasi hanyadosa javul.
Gyenge bazisok esetében a jelenség tiikkorképe mutatkozik, erés bazis (OH™ ionok) hozzaadasaval
novelhetd a megoszlasi hanyados.

R-NH;" + OH" < R-NH, + H,0
Tehat, ha egy gyenge savat szerves fazisba szeretnénk vinni, akkor lefelé; mig, ha gyenge bazist,
akkor felfelé kell tolni a pH-t. Minél tdvolabb keriil a pH az extrahaland6 vegyiilet pKq értékétol, annal

hatékonyabb extrakciora szamithatunk. Szerves fazisbol vizesbe pedig mindkett6t semleges-kozeli
pH-ju oldattal (pufferrel) lehet atoldani.

k

\
x

‘_, Sav Bazis |
S

pH

4.1.4.2.1. abra: A pH hatdasa a megoszlasi hanyadosra

A megfeleld pH-n végrehajtott extrakcidval szamos antibiotikum nyerhetd ki a fermentlébdl. Az
extrakcios pH beéllitasahoz iranyadd pKy értékeket a 2. tablazat foglalja 6ssze.

4.1.4.2.1. tablizat: PINGDIGERE Néhdny extrakcioval kinyert antibiotikum pKg éréke

pKd
Cefalosporin C 3,9 5,3 10,5
linkomicin (bazis) 6,65
monensin (sav) 7,6
novobiocin 18
rifamicin B 2,1 6,7
penicillamin 1,8
penicillin K 2,77
penicillin F 3,51

Vizsgaljuk meg technoldgiai szempontbol a penicillin extrakciojat! Ez egy bomlékony, gyenge
sav tipustt molekula, amely savas kdzegben gyorsan elbomlik.
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o)

Il H S CH,
R—C—N—
CH,

N By
O/ COOH

4.1.4.2.2. dbra: A penicillinmolekula szerkezete

A feltételek ellentmondasosak, penicillin tartalmu levet az extrakciohoz meg kellene savanyitani,
de ettdl a termék elbomlik. A bomlas minimalizalasara két technologiai megoldast alkalmaznak:

- Hités: a bomlasnak, mint minden kémiai reakcionak a sebessége exponencidlisan fiigg az abszolut
hémérséklettdl (Arrhenius-egyenlet), igy hiitéssel (+4 °C) a bomlasi sebesség jelentsen csékkent-
hetd. A hiités a megoszlasi hanyadost is befolyasolja, de csak minimalis mértékben.

- A kontaktidé lerdviditése. Ezt a gyakorlatban tgy valdsitjak meg, hogy nem az egész, ~szaz m*-
nyi levet savanyitjak meg, majd keverik 0ssze az oldoszerrel, hanem egy kisméretii, folyamatos
kevert tartalyban (CSTR) torténik a savanyitas és az oldoszer hozzakeverése, majd ezt azonnal ké-
veti a fazisok szétvalasztasa. A sav-bazis egyensuly és a megoszlasi egyensuly beallasanak ideje
masodpercekben mérhetd, igy elegendd ilyen rovid érintkezési (= tartdozkodasi) idot beallitani. E
rovid id6 alatt pedig csak kis mértékii penicillin-bomlas kovetkezik be. A harom betaplalt anyag
(fermentlé, olddszer, sav) Osszekeverése utan az elegy szinte azonnal szeparator centrifugara vi-
het6, amely elvalasztja a savas vizes oldatot a penicillint tartalmazé olddszert6l (amilacetat, néha
halogénezett oldoszer).

lonparképzés

Az ionos, soszerti molekulaknal az ellenion lecserélése megvaltoztathatja a (K) megoszlasi ha-
nyadost. Egy adott célmolekula oldhatdsaga erésen fiigg attol, hogy milyen polaritasu ellenionnal ké-
pez sot. Szemléletes példa a kvaterner butil-amin megoszlasa kloroform-viz rendszerben. Kloridionnal
az oldhatosag a két fazisban szinte azonos. Ugyanez a kation acetatanionnal sokkal jobban old6dik a
kloroformban, a megoszlasi hanyados két nagysagrenddel nagyobb lett (3. tablazat)

4.1.4.2.2. tablazat: BIGDIGEAR A tetrabutil-ammonium sék megoszldsa kloroform-viz rendszerben

k
(CHCI4/H,0)
(Bu).N* CI 13
(Bu),N" acetat 132

A kloridion feliileti toltéssiiriisége nagy, sok vizmolekulabdl Osszealld hidratburkot vonz maga
koré. Az acetationnal viszont a toltés ,,szétkenddik”, delokalizalodik a két oxigénatomon, a toltés-
stirliség kicsi, a hidratburok is joval kisebb. Raadasul ott van még egy metilcsoport is, ami erdsiti az
anion apolaris oldhatosagat. Ezekkel a hatasokkal értelmezhetdé a megoszlasi hanyados nagymérvii
eltérése. Az acetat mellett hasznalhatok még mas szerves savak anionjai is:

— acetat
— butirat
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—kolat (a kolsav anionja, ez egy szteranvazas karbonsav, az epesavak egyike)
— dodekanoat

— linoleat

— perfluoro-oktanoat

— tetrafenil borid (ez az egyetlen vegyiilet, amely nem karbonsav).

Az anionos tipust termékeknél az apolaris kationok javithatjdk az extrahalhatosigot. A hasznalt
kationok ko6zott 1ényegesen kisebb a valaszték, kémiailag mindegyik kvaternerizalt (tetra-alkil) amin,
mint példaul (Bu);N"; (Cy6)(Bu)sN" .

Reaktiv extrakcid
Elve hasonl6 az ionparképzéshez, de a céltermék molekula és partnere kozott nem egyszerli so-
képzés jatszodik le, hanem a termék magaval a kivond oldoszerrel 1ép valamilyen reverzibilis kémiai
kolcsonhatasba (pl.: komplexképzddés). A megoszlds nagysagrendekkel nagyobb mértékii, mint egy
nem-reaktiv extrahalo oldoszernél. Tipikus komplexképzok:
— foszfo-vegyiiletek (trioktil-foszfinoxid, tributil-foszfat, di-2-etilhexilfoszfat)
— szulfoxidok
— alifds aminok.

4.1.5. Specialis extrakcios modszerek

Az extrakcid alapesetében egy vizes fazisban és egy szerves oldoszer fazisban jon 1étre a megoszlas. A
lehetdségeket tagitva tobb, rendhagyo faziskombinaciot dolgoztak ki, amelyek kiilonosen alkalmasak a
biolodgiai ipar érzékeny molekuldinak kivonésara.

4.1.5.1. Vizes Kétfazisu extrakcio

Eddig az extrahald fazist szerves oldoszernek neveztiik, pedig az is lehet vizes alapu elegy. Ez nagyon
szokatlan allitas, hiszen az altalanos vegyészi gyakorlatban a vizes fazisok elegyednek egymassal, nem
valnak szét. Itt mégis ez a helyzet. Hogyan lehetséges ez?

A jelenség megértéséhez vegyiik el megint a polaritasi sort:

Hidroféb sor:

A
—A— heptan — PPG
—— benzol — PEG
— éter T PVA
L fenol —+ MC
| aceton - HPD
_ T D
—m:_ CMD

— DSO;H

4.1.5.1.1. abra: Oldoszerek és oldatok polaritdsi sora

(a roviditések feloldasa: PPG — poli-propilénglikol, PEG — poli-etilénglikol, PVA — poli-vinilalkohol, HPD
— hidroxipropil-dextran, D — dextran, CMD — karboximetil-dextran, DSO3;H — dextran-szulfonsav).

Ha vizben jelentds mennyiségii (10-20%) polimert oldunk fel, akkor a létrejové oldat polaritasa
jelentdsen megvaltozik a vizhez képest. Az oldott polimer polaritdsatdl fiiggéen az oldat polaritasa
csokkenhet is (pl.: PPG), és novekedhet is (pl.: dextranszulfonsav). Ha két erésen eltér6 polaritasu ol-
datot hozunk Gssze, az két fazist alkot. A két fazis k6zott pedig 1étrejon a megoszlas jelensége, ezt cél-
zottan kihasznalva pedig megvalosithatjuk az extrakcio miiveletét.

A polarisabb fazis lehet polimer oldat helyett tomény séoldat is, a sok is ndvelik az oldoszer po-
laritasat. A leggyakoribb fazisképz6 parok: PEG — K;HPQ,, vagy a PEG — dextran rendszer (a dextran
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dragabb, de a tomény sooldat a fehérjék egy részét kicsapja). A tobbi polaris fazisképz6 anyag még
tobbe keriil.

A polimereknél a polaritas, a soknal az ionok hidrataltsaga jellemzi a fazis polaritasat. Az ionok
hatasanak Gsszehasonlitasara a klasszikus Hofmeister-féle sorozat alkalmas (Id. a csapadékképzés fe-
jezetben). Eszerint az anionoknal a tobbértékii ionok, a kationoknal pedig az alkali ionok a leghatéko-
nyabbak. Ennek megfeleléen a leggyakrabban alkalmazott fazisképz6 sok: KzPO4 MgSOy;
(NH,),SOy4; Na,SO,4; HCOONa; K-Na-tartarat.

A vizes kétfazisu extrakcié menetét laboratoriumi 1éptékben videdn mutatjuk be.

4.1.5.1. video: Vizes kétfazisu extrakcio

A fazisokat poli-etilénglikolbol és dextranbol képezziik. A két fazis szétvalasat és az extrakcios
hatast jod oldattal, illetve fenolftalein indikatorral szemléltetjiik. Mindkét anyag az apolarisabb, felsé
fazisban dusul fel.

A vizes kétfazist rendszer egyensulyi viszonyait a fazisdiagrammal lehet kvantitativan jellemezni
(2. abra).

© Felso fazis osszetétele '

e Alsé fazis dsszetétele

© Bemért dsszetétel

— Osszekitd vonahk

Ly Vg, Va=afelsd és alsé fazis térfogata
Lz, Ly =szakaszok hossza

Pr, Pa = a felso és alsé fazis siiriisége

15K

Ve _Lypy
L. V, Lgpe

_ Poli-etilénglikol koncentracio, %

Dextran koncentracio, %

4.1.5.1.2. abra: Vizes kétfazisu rendszer fazisdiagramja

A fazisdiagramon a zdlddel jeldlt teriilet egyfazisu, homogén folyadék. A C vonal f6l6tti Gsszeté-
telek eredményeznek két fazist. A diagram szamértékei mutatjak, hogy ehhez nagy anyagmennyiségek
(5-25%) sziikségesek. Az egyenes vonalak az egyensulyban 1évo felsé €s also fazisosszetételeket
kotik 6ssze. A vonalak nem feltétleniil parhuzamosak! A fazisdiagramon a mérlegszabaly érvényes, az
egyenstlyi vonalakat a bemért Osszetétel (M) olyan ardnyban osztja ketté, ahogyan a két fazis
mennyisége aranylik egymashoz.

Az extrakcid hatékonysagat a fazisképzokon kiviil tobb paraméter is befolyasolja:
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— pH: a nem-ionos polimerekre nincs hatassal, viszont befolyasolja a fehérjék toltését és ezzel
megoszlasukat.

— lonok anyagi minésége: minden ion maga is megoszlik a két fazis kozott, igy a beallitott
polaritason tul az anyagi mindségnek is van szerepe.

— homérséklet: a rendszer egyik eleme sem érzékeny a hofokra, a miiveletet termosztalas nélkiil,
szobahdmérsékleten szoktak végezni.

A Kkis molekulaju fermentacids termékek extrakcidja altalaban nem jar bomlassal, de a fehérjék
nagy részét a szerves oldoszerek kicsapjak, denaturaljak. A vizes kétfazisu extrakcid viszont alkalmas
a fehérjék, enzimek, sejtalkotok kiméletes extrakcidjara. A polimer oldat makromolekulai védékozeget
jelentenek a fehérjéknek, lassabban bomlanak, denaturalodnak, mint puffer oldatokban.

A vizes kétfazisu extrakcio tipikus alkalmazésa az intracellularis enzimek (fehérjék) kinyerése
feltart sejttomegbdl. A feltart 1€ sok és sokféle fehérjét tartalmaz, ennek hatékony kdzbensd elvalaszta-
si 1épése lehet az extrakcid. Az elvéalasztas hatékonysagat affinkdlcsonhatas beépitésével nagymérték-
ben lehet fokozni (1d. kés6bb — affinextrakcio).

A fazisok elvalasztasa utan a fehérjéket el kell kiiloniteni a fazisképzé polimerektdl illetve a sok-
tol. Erre a célra — higitas utan — ultrasziirést, vagy kromatografias lépéseket alkalmaznak.

A miivelet végrehajtdsa is tobb szakaszbol all, ezek iddigénye lényegesen meghaladja a
megoszlasi egyensuly beallasanak idejét. A miiveleti sorrend:

— polimerek oldasa (lassu),

— fazisok kialakulasa (gyors),

— megoszlasi egyensuly beallasa (keveréssel, ~5-15 perc),
— fazisok szétvalasztasa (centrifugalassal, lassu).

Ezek koziil az els6 és utolso (oldas, szétvalasztas) 1épés sebessége hatarozza meg az egész miivelet
id6igényét.

Minden ipari alkalmazasra szant miiveletnél alapkérdés a léptéknovelhetdség. A vizes kétfazisi
extrakcional mind a berendezés, mind a miikodtetés korlatlanul novelhetd lenne, viszont a nagy volu-
meni alkalmazasnak hatart szab a fazisképz6 polimerek magas ara. A polimerek sajnos nem, vagy
csak nagy nehézségekkel regeneralhatok. A legnagyobb leirt eljaras 200 liternyi feltart sejtet dolgozott
fel egy menetben.

4.1.5.2. Szuperkritikus extrakcio

A szuperkritikus jelz6 arra utal, hogy az extrakcios oldoszer a kritikus hémérséklet és a hozza tartozo
nyomds folé vitt, fluid allapotban 1évé gaz. Fluid allapoti olddszerekkel végzett extrakcio al-
kalmazhat6 a biologiai anyagok izolalasanal is, de csak behatarolt teriileten. Egyrészt elsdsorban szi-
lard-folyadék extrakciora hasznalatos, masrészt a sziikséges nagy nyomasu berendezések miatt ipari
1éptékben nem alkalmazzak. A BME Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén Simandi Béla
tanar ur csoportja magas tudomdnyos szinten foglalkozik ezzel a muvelettel, ennek oktatasa is az 6
feladatuk, igy ezzel ebben a tananyagban nem foglalkozunk részletesen.

4.1.5.3. Folyadék emulziés membranok (FEM, LEM)

A miivelet elnevezése egyaltalin nem utal extrakciora, az emulzi6 kolloidikai fogalom, a membran
kifejezés pedig a membranmiiveletekre utal. A FEM rendszerek harom folyadékfazisbol allnak, ahol
két azonos jellegli (polaritasu) fazist egy eltérd polaritasu valaszt el egymastol (v/o/v rendszerek:
vizes/organikus/vizes fazisok, illetve o/v/o rendszerek). A harom fazis kozott két megoszlasi
egyensuly alakulhat ki, tehat a FEM kétszeres folyadék-folyadék extrakcionak tekinthetd. Mukodési
elvét jol szemlélteti az 1. abra.
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Wizes (1) faris

Wizes (2) fazis —

Szerves fazis

Eeverd

4.1.5.3.1. abra: FEM rendszer miikodési elve

A Vizes-(1) fazis (nyers vagy elékezelt fermentlé) tartalmazza a kinyerenddé terméket, amelynek
molekulai atoldodnak a szerves fazisba, majd innen a Vizes-(2) fazisba. A két vizes fazisnak kiilon-
boznie kell egymastol, hiszen enélkiil a céltermék nem Iépne at a masodik vizes oldatba. Ez a kii-
16nbség leggyakrabban az eltéré pH-ban mutatkozik.

visszaszorul, atoldodik a szerves oldoszerbe. Ha a masik vizes fazis semlegeshez kozeli pH-ju, alkali
ionokat tartalmaz6 pufter, akkor a penicillin ebbe atlépve disszocial és alkali sot képez, megoszlasa a
szerves fazisbol tovabb viszi a vizes-(2)-be.

A kétszeres extrakcid a hatdanyag koncentralasa mellett tisztitast is eredményez. A jol extrahal-
hat6 apolaros szerves szennyezések atmennek az olddszerbe, de nem tudnak tovabb 1épni a vizes-(2)
fazisba. Ezzel megszabadulhatunk az olyan olajos jellegli szennyezésektdl, mint a példaul a habgatlo
olaj. Csak a gyenge sav tipusti molekulak kovetik a penicillint. Ilyen példaul a fermentlébe prekurzor-
ként adagolt fenilecetsav, amely kis mennyiségben megmaradhat a vagas utani lében is. Gyenge sav-
ként a kettds extrakcio soran egyiitt mozog penicillinnel, és megjelenik a vizes-(2) fazisban is.

Az elv ismeretében mar érthetd, hogy miért szerepel a membran sz6 a miivelet elnevezésében.
Tagabb értelemben a membran két fazist elvalasztoé kozeg, amelyen keresztiil szelektiv anyagtransz-
port lehetséges a két fazis kozott. A FEM-nél a kozbens6 olddszeren keresztiil egyes anyagok athalad-
nak, masok nem, tehat membranként miikodik.

Detergens
(a feliileten)
Vizes-(2)
Oldoészer
Vizes-(1)
(folytonos fazis)

L)

A termels tfja

4.1.5.3.2. abra: v/o/v tipusu emulzio

A kovetkezd jogos kérdés az lehet, hogy miért nevezik emulzidésnak a miiveletet?

Az el6z6 dbran bemutatott elvi modellnél a fazisok érintkezési feliilete kicsi, a molekuldk vandor-
lasi uthossza nagy, igy a miivelet sebessége kicsi. Ezen segithetiink, ha az elrendezés mérettartoma-
nyat a kolloid tartomanyba csokkentjiik le, és v/o/v (maskor o/v/o) emulziokat képeziink (2. abra). A
zolddel jelolt, kiils6, folytonos fazis a fermentlé (vizes-1), pirossal a szerves oldoszer cseppjeit
jeloltiik, mig a vizes-2 fazis legbeliil, a legkisebb, z6ld cseppek formajaban lathatd. A termék utjat a
fazisok kozott a sarga nyilak jelolik.

Az eltéré geometria ellenére ez is FEM-rendszer, az anyagtranszport alapelve azonos.
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E finom emulzi6 1étrehozasahoz és stabilizalasadhoz feliiletaktiv anyagok bevitele is sziikséges, mi-
vel izotrop stabil emulzidt csak a folyadékok kozti feliileti fesziiltség csokkentésével lehet elérni. Ez
jelentés kiilonbség a FEM-technikak és a folyadék-folyadék extrakecio kozott, ahol nem cél az emulzid
stabilizalasa. Azt, hogy milyen tipusi emulzié keletkezik, a feliiletaktiv anyag HLB (hidrofil-lipofil
balance) értéke donti el. Ha az anyag HLB-értéke husz alatt van, akkor viz-0laj-viz rendszer ke-
letkezik, ha ennél nagyobb, akkor olaj-viz-olaj rendszer jon 1étre. A fermentlevek feldolgozasa v/o/v
rendszerben megy végbe, igy erre koncentralunk. De meg kell emliteni, hogy a bioldgiai iparban van
szerepe az o/v/o rendszereknek is, a nem-vizes kézegben lejatszo6do enzimes reakciok kivitelezésében.

Tovabbi kiilonbséget tehetiink a termék mozgasanak irdnya szerint. Az esetek nagy tobbségében
az abrazolt kiviilrdl befelé irany a jellemzd. Forditott iranyultsag csak specialis esetekben fordul eld,
példaul formulazott gyogyszerhatdéanyag kioldodésa a készitménybdl a szervezetbe.

A FEM mikroszintli vizsgélata utan tekintsiik at, hogy ipari méretekben hogyan valdsithaté meg a
kettOs extrakcio (3. dbra).

Vizes (2)

l— Detergens

Szerves fazis

|| Extrakcio |

L Szétvalasztd

£

Elfolyo fermentlé
l—— Lug Sav
Kristalyo-
sito
l Termék

4.1.5.3.3. dbra: Ipari FEM-rendszer

A viz-oldoészer-viz emulzi6 kialakitasa két 1épésben torténik:

— Elészor elkészitjiik a belsd fazis és az olaj emulzidjat tigy, hogy a szerves fazishoz lassan ada-
goljuk a vizes oldatot, mikézben intenziven keverjilk a rendszert (8000-10 000 rpm). A
keverés eredményeként a szerves fazisban vizcseppek keletkeznek

— A kétfazist emulzidt ezutan diszpergaljuk a kiilsé folytonos vizes fazisban, ami lehet a (szfirt,
tisztitott) fermentlé is.

A vizes-2 fazis nagyon kis méretii cseppjeinek kialakitasahoz és stabilizalasahoz detergensekre
van sziikség (pl.: kvaterner aminok). A vizes-2 fazis cseppjeinek atmérdje altalaban 2040 pum, a szer-
ves fazisé 2002000 pum.

Lényeges, hogy a cseppek atméréje ebbe a mérettartomanyba essen, mivel ha a vizes csepp tal ki-
csi, akkor egy kétfazisu csepp tul sok ilyen kis cseppet tartalmazhat, ami gyengiti a membrant és nagy
eséllyel tonkre is teheti. A tul nagy cseppek viszont kis fajlagos feliiletet eredményeznek. A 1étrejovo
cseppek mérete tobb tényezotol fiigg:

— a keverési sebességtdl (turbulencia, nyirésebesség)
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— az anyagi mindségtol (viszkozitas, feliileti fesziiltség)
— a feliiletaktiv anyagoktol (HLB-érték, koncentracio)
— egyéb fizikai paraméterektol.

E tényezOk hatasat elméletileg nehéz leirni, inkabb kisérleti Giton vizsgalhatok.
A keverés intenzitasa a masodik emulzioképzésnél is kulcsfontossagi a megfelelé méretti cseppek
kialakitasa szempontjabol.

— A kettés emulzid 1étrehozasaval végbemennek az extrakcios folyamatok, a termék atmegy a
vizes-2 fazisba. Az extrakcié utan a szétvalasztas két 1épésben torténik:

— Normal gravitacios iilepitd. A szerves oldoszer viszonylag nagy cseppjei a gravitacio hatdsara
elvalnak, és kiilon réteget alkotnak. Ez a kdnnyen elvezethetd folyadék tartalmazza még a
vizes-2 fazis apré cseppjeit, és benne a kioldott hatéanyagot. A masik, a vizes-1 fazis mar nem
tartalmaz terméket, az ,,lires” fermentlé kilép a technol6giabol és artalmatlanitasra kertil.

— Emulziobontis. A gondot az jelenti, hogy el6bb létre kellett hozni egy nagyon stabil,
detergensekkel stabilizalt emulziét, majd ezt ebben a fazisban meg kell bontani. Ez nagy
gyorsuldsu centrifugalassal sem oldhaté meg hatékonyan, ezért inkabb elektrosztatikus elven
mikodé emulzidbont6t alkalmaznak. A késziilék nagy fesziiltségekkel dolgozik, de mozgd
alkatrésze nincs. Hatasara elkiiloniil a szerves €és a vizes-2 fazis. Ez utdbbi tartalmazza a
célterméket, amit tovabbi tisztitasra vihetiink, vagy soképzéssel ki is kristalyosithatjuk.

— Mind a szerves oldoszer, mind a , kiliritett” vizes fazis regeneralas utan tjra felhasznalhato.

Immobilizalt folyadékmembranok

Ennél a megoldasnal a membranként szolgald oldoszer fazist egy vékony, szilard hordozoréteghe
impregnalva talaljuk meg. A szilard réteg lehet egy pordzus (makropoérusos) vékony lap (flat sheet)
vagy lreges szal (hollow fiber). Ezekre a pordzus anyagokra alkalmazhatndnk a membran megneve-
z¢&st is, de ez ebben az esetben félrevezetd lenne. Az 4athalad6 anyagaram szelektivitasat ugyanis nem a
porusok mérete, hanem a benniik 1év6 olddszer polaritdsa hatdrozza meg.

A kinyerendé molekulanak at kell diffundalnia a poérusban 1évé olddszerdugon. Mivel itt nincs
sziikség emulziora, pontosabban a pdrusokban rogzitett aprd oldoszerdugdk helyettesitik az emulgealt
cseppeket, elmarad az emulzi6 létrehozasaval, majd megbontasaval jaré dsszes probléma, és feliiletak-
tiv anyagokra sincs sziikség.

Vizes (1) A g b <+ Vizes (2)
fazis \\\\\'\\\\\ ‘ (f;ga.do)
o % azis

Membran, porusaiban
a szerves fazissal

4.1.5.3.4. dbra: Immobilizalt folyadékmembran

A vizes-1 fazis aramlik a fal egyik oldalan, a masikon pedig a vizes-2 fazis. Masrészt a porusok
méretébdl ered6 kis diffuzios keresztmetszet lassitja az egész folyamatot.

Ugyanez az elv alkalmazhat6 sik hordozok helyett Gin. hollow fiber (= iireges szal, ¢s6 kialakitasu
membran) modulban is. A modulban sok ilyen vékony cs6 fut parhuzamosan, felépitése leginkabb a
csOkoteges hocserélore emlékeztet. A szalak belsejében aramlik a folyadék, melybdl ki akarjuk nyerni
a célmolekulat (vizes-1) és a szalak kozti térben a fogado fazis (vizes-2).
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4.1.5.3.5. abra: Uregesszal modul

A csovecskék nagy szama miatt az Osszes feliilet is nagy lesz, ez megnoveli a diffuzids kereszt-
metszetet is, ami felgyorsitja az anyagtranszportot.
A vizes fazisok folyamatos aramoltatasaval a miivelet folyamatossa tehetd.

4.1.6. Ajanlott irodalom az extrakcio fejezethez
Schiigerl, K.: Solvent Extraction in Biotechnology, Springer Verlag (1994)
4.2. Adszorpcio

A koncentralé muveleteknél a viz eltavolitdsdnak bevalt modja, hogy a célterméket atvissziik egy
masik fazisba. Az extrakcional ez a masik fazis a szerves olddszer, az adszorpcidnal viszont a feliileti
kotott fazis. Az adszorpcid feliileti megkotés, valamely szilard anyag (adszorbens) a feliiletén
reverzibilisen (azaz nem-kovalensen) molekuldkat kot meg. Ez a kot6dés szelektiv jellegli, egyes mo-
lekulak jobban kotédnek, masok kevésbé. Felmeriilhet a kérdés, hogy indokolt-e ezt a térrészt kiilon
fazisnak nevezni, hiszen nem kiiloniil el olyan lathatéan és egyértelmiien, mint az egyéb fazisok. A fa-
zis értelmezése jogos, mert a kotott részecskék energiaallapota mas, mint szabad allapotban (az ad-
szorpcids és deszorpcids hd jol értelmezhetd és mérhetd mennyiség), és a feliileti kotott fazis dsszeté-
tele, a komponensek koncentracidja eltér a vele érintkezd folyadék vagy gazfazis Osszetételétol.
Tagabban megfogalmazva a kotott részecskék kémiai potencialja eltér az oldatban 1évokétdl. A kotott
és a vele érintkezé szabad fazis egymassal dinamikus egyenstlyban van, ezt az adszorpcids izoter-
makkal jellemezhetjiik.
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ADSZORBENS

4.2.1. abra: Adszorpcio

Az adszorbens feliilete véges, igy véges szamu molekulat képes megkdtni. Telités esetén elvileg
monomolekuléris boritottsdg alakul ki. A valosdgban az adszorbens feliilete nem idealis, nem minden

ponton kdoti egyforman a

részecskéket. A tokéletlenségek, illetve a méretproblémak (a kot6dé moleku-

la nagyobb lehet, mint a szorbens poérusatméréje) miatt nem minden ko6tShely hasznalhatd ki — ez
csokkenti a kdtOkapacitast. Masrészt erds kdlcsonhatas esetén nem csak egyszeres boritas alakulhat ki,
hanem vastagabb rétegben is felhalmozodhatnak az anyagok — ez noveli a kotoképességet.

Egy adott anyag adszorpcidjat a kisérletesen meghatarozott egyensulyi gorbével adhatjuk meg. Ez
az izoterma egy komponensnek a szabad és kotott fazisban kialakuld egyenstlyi koncentracioit jeleniti
meg. A mért telitési jellegli (felsd hatarértékhez tartd) gorbét tobbféle fliggvénnyel kozelitették (2.

abra).
FELULETI
KONCENTRACIO
q FREUNDLICH
LANGMUIR

Oldat koncentracid, ¢
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A két leggyakrabban alkalmazott modell a Freundlich- és a Langmuir-egyenlet. Freundlich
hatvanyfliggvénnyel (a kitevoje egynél kisebb) kozelitette az adatokat, Langmuir viszont hiperbolikus
alakot hasznalt.

q:K.Cn
™K +c

ahol: g —koncentracio a feliileti kotott fazisban
C — koncentracio a fluid fazis f6tomegében
K, N, gmax — konstansok.

A mérési adatokra mindkét modell illeszthetd, a Langmuir-kozelitésnek annyi az elénye, hogy a
konstansoknak tényleges fizikai jelentése van. A qmax az adott adszorbens maximalis k6tdkapacitasa, K
pedig az adszorpcios-deszorpcios folyamat egyensulyi allanddja. Erdemes megjegyezni, hogy a Lang-
muir-egyenlet formailag teljesen megegyezik az enzimkinetikaban hasznalatos Michaelis—Menten-
Osszefiiggéssel, illetve a mikrobandvekedés szubsztratfiiggését leir6 Monod-féle egyenlettel. Ez azt is
jelenti, hogy a hiperbolikus fliggvény linearizalasara hasznalt abrazolasok (Lineweaver—Burk, Eadie—
Hofstee, Hanes—Langmuir) az adszorpcids izoterma linearizalasara, a konstansok meghatarozasara is
alkalmazhatok. Az egyensulyi allandot a kovetkez6 ,,reakciora” irhatjuk fel:

Szabad molekula + iires kotéhely &2 kotott molekula

Az egyensulyi allandot a kdvetkezoképpen irhatjuk f6l:

_ szabad molekuldk koncentrdcidja X dires kétohelyek " koncentrdacidja”

egyensilyi —

fedett kotohelyek " koncentracidja”

A kotéhelyek koncentracidja szokatlan egységekben adhaté meg, példaul mmol/kg adszorbens,
vagy darab/agytérfogat, de ha a szamlaloban és a nevezdben ugyanazt az egységet hasznaljuk, akkor
lehetetlen. Ilyenkor az anyagmérlegb6l indulunk ki, feltételezve, hogy a bemért anyagmennyiségbdl
levonva az oldatbol visszamérhetd szabad anyagmennyiséget a kiilonbség adja a megkotott frakceiot.

crcr

crcr

Az ipari gyakorlatban az adszorpcios folyamatok ritkan kdvetik az elméleti viselkedést, legjobban
az asvanyi sok ioncserés megkotése kozeliti meg az idedlist. A leggyakoribb problémak:

— Komponens interakci6 (ugyanazért a kotohelyért tobbféle, eltérd kotéserdsségli molekula/ion is
verseng, leszoritjak egymast).

— Sztérikus gatlasok (nagyobb koétddd molekulaknal eléfordul, hogy nemcsak egy kotohelyet
foglalnak el, hanem a szomszédos kot6helyeken is akadalyozzak mas részecskék belépését).

— size-exclusion (= méretkizarasi) hatasok: a legtobb adszorbens porusai nem egyformak, és a
legkisebb méretli poérusokba az egyébként ktddé makromolekulak nem tudnak behatolni — igy
a kotohelyek egy része hozzaférhetetlen. S6t ezek a pordzus anyagok nem csak
adszorbensként, hanem gélkromatografias toltetként is viselkednek, ami nagyon megzavarja az
elvalasztast (3. abra.).
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4.2.3. abra: Méretkizdras porozus adszorbensnél

4.2.1. Ipari adszorbensek

A biologiai iparban gyakrabban hasznalatos adszorbensek a kovetkezok:

— aktiv szén,

— ioncserélok

— szintetikus gyantak
— specialis anyagok.

Az aktiv szén, amelyet sok iparagban, s6t gyogyszerként is hasznalnak, elsdsorban a szennyez6
anyagok (azaz nem a céltermék) megkdotésére alkalmas. Gyartasa novényi anyagok szaraz leparlasaval
torténik. A fas szerkezetli novényi melléktermékeket (fahulladék, csonthéj) leveg6tol elzarva, tobb
szaz fokon hevitik. A szerves anyagok elbomlanak és elparolognak (katrany és gazviz frakcio) és csak
az elszenesedett cellul6zbdl és hemicellulozbdl 4ll6 kiiirilt sejtfalak maradnak meg. Ett6] olyan nagy
az aktiv szén fajlagos feliilete. Orlés nélkiil az anyagon még felismerhetd a fa eredeti szerkezete (1.
abra).

4.2.1.1. abra: A fa szerkezete még felismerhetd az aktiv szénen
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4.2.1.2. abra: Az aktiv szenet elszenesedett novényi sejtfalak alkotjak

A legjobb mindségli, orvosi célra is hasznalhat6 aktiv szenet csonthéjas gyiimolcsok héjanak (ko-
kuszdié, ndlunk: konzervgyari hulladékmag) elszenesitésével allitjak el6. Az igy kapott szén
mindségét tovabb lehet javitani vizgdzos kezeléssel (sztripelés). A forrd vizgdz tovabbi ,.rasiilt”
anyagokat tavolit el a feliiletrdl, ezzel noveli a kotdkapacitast. Az egyes aktiv szén gyartmanyok az
alapanyag, a technologia és az utdlagos tisztitas mértéke szerint nagyon sokfélek lehetnek. Az egyik
legnagyobb ipari aktiv szén gyartd cég, a NORIT katalogusdban tobb mint szaz kiilonféle termék
szerepel. Az aktiv szenes kezelés utan nagyon nehéz a kotott anyag visszanyerése, ezért is hasznaljak
inkabb deritésre, a szennyez6 anyagok eltavolitasara. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy maga az aktiv
szén is nehezen regeneralhatd. Megtisztitdsahoz ugyanugy fel kell heviteni, mint a gyartasnal. Ez
draga, energiaigényes eljaras, ezért a deritdszenet altaldban csak egyszer hasznaljak, majd
artalmatlanitasként kazanban elégetik.

Az ioncserélok csoportja tovabb oszthatd mesterséges €s természetes eredetii anyagokra. Mind-
kettonek kozos jellemzdje, hogy a feliiletén ionizalhatd csoportokat tartalmaz, amelyek az oldatban
1év6 ellenionokat ionpar formajaban megkotik. A szintetikus ioncseréld gyantak altalaban polisztirol
alapu polimerek, amelynek feliiletére savas vagy bazikus csoportokat kotnek. A kationcseréloknél
jellemzden szulfonsav- vagy karbonsav csoportot, az anioncseréloknél pedig valamilyen alkilezett
aminocsoportot (3. abra).

Cz Hyg 0
C.H &)NlH CH C ©
C,H, 0
{ - —
DEAE CcCM
anioncseréld kationcseréld

4.2.1.3. abra: lonizalhato csoportok ioncserélé gyantan

A leggyakoribb ionizalhato csoportok szerkezetét, nevét és roviditését foglalja 6ssze a 4. abra.
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Formula Nuime Abbreviation

Strong anion

=CH;NT(CHy) Triethylaminoethyl TAM—
~CaHgN7(CoHs)s Triethylaminocthyl TEALE~-
—CoH N “(C,Hs)sCH,CH(OH)CH,  Dicthyl-2-hydroxypropylaminoethyl  QAE -

Weak amion

_CEH;‘N’-‘—H& Al-ﬂim')ﬂlh}'l Ak~
"CjH*NH(C:Ug): Dieﬂ't_\.'l:lminaethyl DEAE -
Srrong cation

-50;— Sulpho S
~CH,80;— Sulphomethy! SM-
=C3HgS05;— Sulphopropyl SP—
Weak. cation

~CO0- Carboxy C-
-CH4C00 Carboxymethyl CM—

4.2.1.4. abra: A leggyakoribb ioncseréld gyantatipusok

Az ionizélhatd csoportok nem minden pH-értéknél viselkednek ionosan. Ahogyan az extrakcidonal
a 4.1.4.2. fejezetben targyaltuk, erdsen savas, illetve lugos kozegben a savas és bazikus csoportok
tik toltésiiket, nem képesek az ellenionok megkotésére. A kationcserélok az er6sen savas, az anioncse-
rélok az erdsen lugos kdzegben nem alkalmasak adszorpcidra. Az egyes ioncserélok viselkedését kii-
16nb6z6 pH-értékeken a titralasi gorbével jellemezhetjiik (5. &bra).

NaOH HCI
5] 6
5 Eros 5 Eros
4 kationeserél( 4+ amoncseréld
3 3+
2 <P 2+ QAE
1 1+
2 4 6 81012 2 4 6 81012
pH pH
NS?H Gvenge ISCEI Ciyenge
51 kationescrcld 5 anioneseréld
ar CcM 4r
3 r 3
2r 2r  DEAE
1F 1+
2 4 6 81012 2 46 81012
pH pH

4.2.1.5. abra: Titrdldsi gorbék
Az optimalis alkalmazasi tartomany a gorbék kdzel vizszintes szakaszan, a platon talalhato. A

savas, illetve lugos kezelést hasznaljak fel a gyantak regeneralasara. A pH-allitas hatasara a gyantarol
minden kotott anyag levalik, az ioncserélé megtisztul és Gjabb hasznalatra kész.
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A természetes anyagok kozott jelentOs ioncseréld kapacitasa van az agyagasvanyoknak. Jelentds a
szerepiik a talajok ionhaztartasdban, a talajvizbol megkdtik, visszatartjak a kationokat, ezzel a
novények asvanyianyag-haztartasara pozitiv hatasuk van. Az ipari adszorbensek kozott a
legérdekesebbek a zeolitok. Ezek jellegzetes kristalyracsot alkotnak (5. ébra), amelyen beliil nagyon
szabalyos és allando méretii porosok talalhatok (molekulaszitak).

4.2.1.6. abra: A zeolitok szerkezete

Kiilon érdekessége a zeolitoknak, hogy a poérusméret valtozik aszerint, hogy milyen kationok ko-
tédnek a racs egyes pontjain. A bal oldalt lathaté zeolit-A porusmérete Na* ionok kotése esetén 0,4
nm. Ha ezek a nagyobb méreti K* ionokra cserélédnek ki, a porusok atmérdje lesziikiil 0,3 nm-re (7.
abra).

4.2.1.7. abra: Ionok hatadsa a zeolitok porusméretére

A kalciumionok mérete hasonld a kaliuméhoz, de két toltése miatt csak ketté kotdédik meg egy
pérusban, igy kevésbé sziikiti le azt, az atmérd 0,5 nm kortili érték.

A szintetikus gyanta adszorbensek legtobbszor ugyanolyan sztirol-divinilbenzol kopolimerek,
mint az ioncseréld gyantak alapvaza, de nincsenek rajtuk ionizalhaté csoportok. Az apolaris polimer
feliiletén kotddnek meg az apolaris molekulak (példaul szteroidok), majd a gyantagyongyok kiiilepi-
tésével és dekantalassal a megkdtott hasznos anyag kinyerhet. A miikodési elv hasonlit az extrakcio-
hoz, csak az apolaris szerves olddszer cseppjei helyett az apolaris gyanta szilard szemcséi veszik fel a
termékmolekulat, és nem a cseppek belsejében kotédnek meg (abszorpcid), hanem a polimer feliiletén
(adszorpcid).
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Az adszorpcid Specialis esetének tekinthetd az affinkromatografia, amely neve ellenére ad-
szorpcids mivelet. Ezzel részletesebben az 5.1. fejezetben foglalkozunk.

4.2.2. Az adszorpcio miivelete

Az adszorpcio miiveletét tobbféleképpen is végrehajthatjuk. Adszorpcid alatt a megkotés folyamatat
értjiik, mikdzben tudjuk, hogy ezt mindig koveti az elticid, az anyagok leoldasa, lemosasa a feliiletrdl.
Ez a mésodik 1épés idoben — néha térben is — elkiiloniil a megkdtéstol.

4.2.2.1. Szakaszos (batch) adszorpcio

A legegyszeriibb, laboratériumban és az iparban egyarant kdnnyen végrehajthaté miivelet. Kevert
tartalyreaktorba 6sszemérjiik a folyadékot és az adszorbenst, és az egyensuly beéllasaig kevertetjiik. A
szakaszos muveletet szilard-folyadék elvalasztas koveti (sziirés, centrifugélas). Az egyensulyi gorbe és
az anyagmérleg ismeretében a szakaszos extrakcidhoz hasonlé mddon irhatjuk le a folyamatot.

qug + WC})@ - Qq +We

ahol:  Q — adszorbens mennyisége
W — a folyadék mennyisége
g — a kotott anyag koncentracidja az adszorbensre vonatkoztatva
¢ — a szabad anyag koncentracidja a folyadékban

atrendezve:

q:(Jbe +% Cbe —C
A Qe értéke nulla, ha ,jiires” adszorbenst haszndlunk a megkotéshez. A felirt q-c fliggvény egy
negativ meredekségli egyenes, a meredekség a két fazis egymashoz viszonyitott ardnya. Ezt az egye-
nest az egyensulyi diagramon abrazolva az adszorpcié munkavonaldnak nevezziik, amely az egyensu-
lyi gorbén kimetszi a munkapontot (1. dbra). A munkapont koordinatai pedig megadjak a kialakuld
egyensulyi koncentracidkat. A szerkesztésnél a c,e pontbdl kiindulva a Q/W meredekséggel metssziik
ki a munkapontot.

Egyensiby girbe

PR Munkapont { egyenstlyi
loncentracia)

Nankasronal, vagy
anyagmerleg

4.2.2.1.1. abra: Az adszorpcio munkavonala
4.2.2.2. Adszorpcio folytonos kevert reaktorban

A folytonos jelz6é nem irja le tokéletesen a miikodést, mivel csak a folyadékfazis aramlik at folyama-
tosan a reaktoron, a lebeg6 szilard adszorbenst egy sziir6 visszatartja a késziilékben (1. abra).
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4.2.2.2.1. abra: Folytonos reaktor sziirovel

Ez az Osszeallitas végig tranziens allapotban miikddik, hiszen az allandosult allapot csak akkor 4ll
be, amikor az adszorbens mar telitodott. A tranziens analitikus leirasa differencialis formaban a fo-
lyadékfazisra felirt mérlegegyenletbdl indul ki:

Valtozas = Bevitel — Kivitel — Adszorpcid

d/@:ch —We, — 1—¢ V@
dt ‘ / dt

ahol: ¢ —afolyadék részaranya a reaktor t6ltetébdl

1- ¢— az adszorbens részaranya a reaktor tdltetébol

V —areaktor tolt6térfogata
¢ —koncentracio a folyadékban
g -—amegkotdtt anyag koncentracioja az adszorbensre vonatkoztatva.

A tranziens szakaszban nem élhetiink a dc/dt=0 egyszerisitéssel. A dg/dt sebességet viszont kife-
jezhetjiik, figyelembe véve, hogy a tomegatadas az adszorbens feliiletére diffuzids folyamat, melynek
hajtoereje a pillanatnyi és az egyensulyi koncentracio kozotti kiilonbség.

EV@:W ¢, —C, — 1—¢ VEA ¢ —c
dt ¢

egyensulyi t

ahol: Kk —atomegatviteli tényez6
A —a két fazis hatarfeliilete
Ez a forma mar integralhat6, de ne menjiink végig a részleteken, hasznositsuk a Folyamatiranyitas
targyban tanultakat. El0szor vizsgaljuk meg a két szélsdséges esetet:

— Az adszorpcid nagyon gyenge, gyakorlatilag nulla.
— A kotodés erds és gyors, a bekeriilé molekuldk pillanatszeriien, teljes mértékben megkotdédnek
a feliileten.

A valdsagos folyamatok valahol e két szélsdség kozott helyezkednek el.
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Az elso esetben a reaktor ugy viselkedik, mintha az adszorbens ott sem lenne. Az idealisan kevert

crer

larol cpe-re pedig az egységugras zavarasnak felel meg. A Folyamatiranyitas targyban erre az esetre a
formulat vezették le:

j=g[1-c"

ahol: ¢ — eltérés valtozo
t —ido
T —arendszer idéallandoja (tehetetlensége)

Jelen esetben az id6 helyét a betaplalt térfogat (W) veszi at (alland6 térfogataramu betaplalasnal e
két valtozo linearis kapcsolatban van egymassal). A tehetetlenséget pedig a reaktor térfogataval jel-
lemezziik (V). Igy a fenti 0sszefiiggés atirhato a

w

c=c¢ |1—eV
be

formaba. Ez az animacioban a pirossal jelolt gorbe. Néhany térfogatcsere (W/V = a térfogatcserék
szama) utdn a kifoly6 koncentracié gyakorlatilag azonos lesz a belépdvel.

ADSZORPCIO KE\
REAKTORBALI

4.2.2.2.1. animacio: Tranziensek folytonos reaktorban

A masik sz€élsOséges esetben az adszorpcid olyan erds és gyors, hogy a reaktorban gyakorlatilag
nincsenek szabad molekulék, mindegyik azonnal megkotédik. fgy a koncentréacio a tartalyban nulla, és
mindaddig ennyi is marad, amig az utols6 kot6hely is be nem telt. Ekkor a rendszer megint gy visel-
kedik, mintha nem lenne benne adszorbens, hiszen nincs mar kotékapacitas. Ugyanazt a gorbét kap-
juk, mint az el6zéekben, csak az origbhoz képest eltolva (az abran zolddel jelolve). A Folyamatiranyi-
tasban ezt a tulajdonsagot holtidének nevezik, az Osszefiiggésbe az id6 helyett (t-th;) paramétert he-
lyettesitik be.

A valds adszorpcios folyamatok viselkedése valahol a két sz€lsdség kozott van. A gyakorlatban
S-alaku, inflexios gorbéket kapunk (kék szinnel jelolve). A Folyamatiranyitas apparatusaval holtidds,
tobbértéki tarolo valaszfiiggvényeként értelmezheto.

Ez esetben a megkdtés utan nem sziikséges fazisszétvalasztasi l1épést beiktatni, mert a sziird
visszatartja a szilard fazist. Az elucié ugyanebben a reaktorban megvaldsithato, a leoldas utan a szlir6
tovabbra is bent tartja a szemcsés anyagot. Kiilon szilard-folyadék elvalasztas csak a hasznalt adszor-
bens eltdvolitdsanal sziikséges.

Adszorpcio téltott oszlopban

A harmadik, ipari Iéptékben is gyakran alkalmazott forma a toltdtt oszlopban végrehajtott adszorpcio.
Az oszlopon atengedett folyadék keverés nélkiil is jol érintkezik az adszorbenssel.
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4.2.2.3.1. abra: Adszorpcio toltétt oszlopban

Ahogy a folyadék az oszlopban foliilr6l lefelé halad, fokozatosan telitddnek a kot6helyek. Az osz-
lopban a ,,még iires” €s a ,,mar telitett” szakasz kozott van egy atmeneti zona, ahol a toltet részlegesen
telitett. Ennek kialakulasanal ugyanazok a mechanizmusok miikodnek, mint amelyek a kromatografias
csucsok kialakulasaban, a savkiszélesedésben jatszanak szerepet: axialis diffiizid, egyenldtlen dramlas
stb. (Analitika targy, kromatografia témakor). Az atmeneti zonaban a koncentracioprofil szigmoid ala-
ka, inflexios gorbe. Ez térben, az oszlop hossztengelye mentén alakul ki, de ha a kilépé oldat

crcr

Cy

R

: r TELITES

e C[I -+ .
3 Vo -
P : Co
— ' e :
= ; ATTOREST |
> : PROFIL '
z, : '
2 i :

0 | TRANZIENS ZONA = TZ 3

FELVITT TERFOGAT

4.2.2.3.2. dbra: Az attoresi profil kialakuldsa

Azt a pontot, amikor a megkotendd anyag el6szor megjelenik az oszlop végén az elfolydban, atto-
rési pontnak vagy roviden attdrésnek nevezziik. Amikor a kilépd koncentracio azonossa valik a betap-
lalttal, akkor az oszlop minden kotdhelye fedett, a kotdkapacitast teljesen kihasznaltuk. Ezt nevezziik
telitési pontnak. A koncentraciok dinamikus valtozasat az oszlopban és a kilép6 folyadékban a kdvet-
kez6 animacié mutatja be.

ADSZORPCIO TOL1

OSZLOPBAN

2'< i5pring w5 s oaee || =] [=

4.2.2.3.1. animadcio: A koncentraciok alakulasa adszorpcios oszlopon
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Az oszlop telitése soran altalaban nem célszerli a szazszazalékos telitésig elmenni. Addigra mar
jelentés mennyiségli anyag ,,atszokott” az oszlopon, ami a termék megkdotése esetén anyagveszteséget,
szennyezések esetén pedig atengedett szennyezést jelent, ami rontja a termék mindségét. Az, hogy az
attorési profil melyik pontjan, milyen kimend koncentraciénal érdemes leallitani a rataplalast, egy
Osszetett gazdasagi optimum-szamitas eredménye. Az mindenesetre belathato, hogy minél ,,laposabb”
a gorbe, minél szélesebb az atmenti zona, annal nagyobbak az anyagveszteségek, illetve szennyezések.
Hogyan lehetne a tranziens zonat sziikiteni? Megint a kromatografianal tanultakat (Analitika tantargy)
felhasznalva megallapithatjuk, hogy az aramlasi sebesség a kulcsparaméter mind a kromatografias csa-
csok, mind az adszorpcids attorési profil kiszélesedésében. Az optimalis aramlédsi sebességet a
haromféle mechanizmust is figyelembe vevé van Deemter-egyenlettel szamithatjuk ki.

A sziikséges oszlophossz szamitdsara tobbféle kozelitdé modszert is leirtak. A legegzaktabb egy Az
infinitezimalis magassagu oszlopszeletre felirt anyagmérlegb6l indul ki, de a tovabbi 1épésekben ehhez
is az egyensulyi gorbébdl szarmaztatott fiiggvények grafikus, illetve numerikus integralasara van
sziikség.

Az oszlopban végrehajtott adszorpcio6 és az oszlopkromatografia kozott sok hasonlosag van (osz-
loptolteten ataramlod oldat, amelybdl egyes komponensek a tdlteten megkotddnek, majd levalnak;
ugyanabban az dsszeallitaisban mindkét miivelet megvalosithato), de a két miivelet elve és célja NEM
AZONOS!

Az eddig bemutatott megvalositasi modok (szakaszos, folytonos, oszlop) sorrendje egyben a no-
vekvo 1éptékek sorrendje is. A legnagyobb méretekben adszorpcids oszlopokat alkalmaznak, és nem is
egyesével, hanem tucatszam, telepekbe épitve. Megfeleld csdvezéssel rugalmasan megvalosithato az
elkiilonitett, illetve egytittes miikdodés, parhuzamos vagy soros kapcsolassal (3. abra).

4.2.2.3.3. abra: Adszorpcios oszlopok telepe

4.2.3. Az adszorpcio és az extrakcio dsszehasonlitasa

Az eloz6 két alfejezetben targyalt két koncentralo mivelet, az adszorpcio és az extrakcid sok te-
kintetben hasonlit egymashoz. Fazisvalto miiveletek, a kivant anyagot egy masik fazisba viszik at, a
HKilirilt” vizes fazis egyszeri fizikai miivelettel elvalaszthat6. Egyensulyi miveletek, az egyensulyi
gorbéhez kapcsolodo grafikus méretezési eljarasok is nagyon hasonlok. A mégis 1étezd eltéréseket a
kovetkezo tablazatban foglaljuk 6ssze:
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EXTRAKCIO ADSZORPCIO
Kapacitas Nagy Kicsi
Szelektivitas Mérsékelt Nagy
Eovensil Kozel linearis, a komponensek fligget- Nem linearis (telitési jellegit),
gyensuly lenek (a megoszlasi hanyados kozel kolcsonhatas van (a feliileti kotéhelyek
g
allando). véges szamuak)
Miiveletileg Folytonosithaté Periodikus (adszol:g;:ilﬁ)-deszorpcw valta-
., Emulzidképz6dés, denaturalodas. Az adszorbens kezelése, inhomogenitasa,
Problémak .. o
Osszenyomhatosaga.

A kapacitasbeli kiillonbséget ugy értelmezhetjiik, hogy az extrahalé olddszer teljes térfogatdban ké-
pes a terméket folvenni, nagy koncentracidk érhetdk el, aminek csak az oldhatdsag szab hatart. Az ad-
szorbens sajat tomegének csak elenyészden kis hanyadat képes megkotni a feliiletén.

Szelektivitas alatt azt értjiik, hogy az extrakci6 csak egyetlen fizikai tulajdonsag (polaritas — apo-
laritas) alapjan vélaszt el anyagokat, az adszorpcio viszont a megfeleld toltet kivalasztasaval polaris,
apolaris, ionos és biologiailag aktiv anyagokat is képes szelektiven megkotni.

Az egyensulyok jellegét részletesen targyaltuk a korabbiakban.

Miiveletileg a folyadék-folyadék extrakcional a folyadékaramok bevezetése, érintkeztetése és
szétvalasztasa folyamatosan végezhetd, allandosult allapot hozhat6 1étre. Az adszorpcional a terméket
megkdtd szilard fazis nem aramoltathatd, bevitele és elvétele nehézkes. Ezért altaldban a toltetet
tartjak helyben, és a vele érintkezd folyadékot cserélik le eluensre. Ez viszont periodikus miikodést
eredményez, nincs allandésult allapot, nem folytonosithato.

4.3. Membranmiiveletek

A koncentralé miiveletek kozott a membranmiiveletek keriilnek sorra. Az eddig targyalt miiveleteknél
a kivalasztott anyagok egy masik fazisba keriiltek. A membranos elvalasztasoknal nincs masik fazis,
hanem a membran altal szétvalasztott két térrészben alakul ki koncentraciokiilonbség.

4.3.1. Bevezetés

Mindenkinek vannak elképzelései a membranok mibenlétérdl, az eddigi tanulmanyok soran szo esett a
»felig ateresztd membranokrol” (ozmotikus jelenségek), membranegyensilyokrol (fizikai kémia),
sejtmembranrol (biokémia, mikrobioldgia). A membranok mibenlétére, illetve a segitségiikkel
végrehajtott membranmiiveletekre nehéz altalanos érvényii, pontos definiciot adni. A szakteriilet
nemzetkozi tudomanyos tarsasaga (European Society of Membrane Science and Technology) is egy
hosszi és koriilményes meghatarozast fogadott el. Leegyszeriisitve a membran kdzbensé fazis két
fluidum kozti anyagatadas soran, amelyen szelektiv anyagtranszport folyik. Ezt a szelektivitast
hasznalhatjuk ki az elvalasztasi miiveletekben, mivel a transzport az egyes komponensekre nézve
eltérd sebességil.

A fizikai kémiai Osszefliggések felidézése elétt a szemléletesség kedvéért végezziink el egy
gondolatkisérletet. Valasszunk ki egy folyadékteret, amelyet egy félig atereszté hartya (membran)
valaszt ketté.
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4.3.1.1. animacio: Anyagtranszportok membranon

Allitsuk be a koncentraciokat a két térben tigy, hogy a bal oldalon fiziolégias natrium-klorid oldat
(kb. 1/6 mélos) legyen. A jobboldalon a Na*-ion koncentracié legyen ugyanakkora, de az anionokat
cseréljiik ki fehérjére (valasszunk olyan fehérjét, amely az adott (semleges) pH-n anionként
viselkedik). A membran a fehérjékre nézve legyen athatolhatatlan, viszont az asvanyi ionok szamara
tokéletesen atjarhat6. Mi torténik, ha magara hagyjuk a rendszert? A két oldal kozott elektromos
potencialkiilonbség nincs, ozmotikus nyomaskiilonbség nincs (az oldatban 1év6 ionok szama azonos),
viszont az anionokra nézve koncentraciokiilonbség all fenn. A fehérjeanionok nem tudnak vandorolni,
viszont a kloridionok mozgésa megindul a membranon 4t a jobb oldali térbe. Ez az eltolodas felboritja
az elébb felsorolt egyensulyokat. A jobb oldali tér az anionok szaporodasatol negativva valik, ez
megbontjak az ozmotikus egyensulyt is, ami nyomasndvekedésben, illetve kell6 ellennyomas
hianyaban a vizmolekuldk jobbra aramlasaban jelentkezik. A kialakuld 0j egyensulyi allapotban tehat
nincs egyensulyban sem a koncentracio, sem az elektromos potencial, sem az ozmoézisnyomas — csak
ezek ereddje, a kémiai potencial.

Ezek a bonyolult egyenstlyi jelenségek nemcsak elméleti érdekességiick, hasonld kblcsdnhatasban
all kérnyezetével minden éI0 sejt, a tapoldatban €16 mikroorganizmus éppligy, mint a sejtkdzotti fo-
lyadékkal érintkez0 szoveti sejt. A targyalt membranos elvalasztasoknal altalaban elegendd egy vagy
két tagot figyelembe venni. A dializisnél tisztdin a koncentraciokiilonbség hatisara tavoznak a
makromolekuldk mell6l a kis molsulya anyagok. Az elektrodializisnél az elektromos tér a
meghatarozo, mig a tovabbi miiveletekre az a jellemzd, hogy az alkalmazott technologiai nyomas az
ozmozisnyomas ellen dolgozik, és az igy 1étrejové nyomaskiilonbség hatasara ataramlé folyadék viszi
magaval a kisebb molekulaméret(i anyagokat.

W =W, +ST+V,p+RTIna, +z,Fo+...

¢+ L1
y 41l elektromos tér
d 1 | koncentraciokiilosnbség
I | nyomaskiilonbség
l entropia
standard potencial
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ahol:  pjp — kémiai potencial a standard allapotban
Si — parcialis molaris entropia
Vi — parcialis molaris térfogat
R - gazallando
Zi — toltésszam, érték
F — Faraday-allandé
T — abszolut hdmérséklet
p —nyomas
a; — aktivitas
¢ — elektromos térerésség

4.3.2. A membranmiiveletek csoportositisa, jellemzése

A fluidumok halmazallapota, a folyamat hajtdereje és a permeald részecskék mérete szerint sokféle
membranmiivelet kiilonboztethetd meg (1. tablazat). Szinte mindegyik 6nallod szakteriiletté lett, ezért
nem is foglalkozunk valamennyivel, csak a bioldgiai iparokban alkalmazott miiveletekkel (reverz
0zmozis, ultrasziirés, mikrosziirés, dializis és elektrodializis).

4.3.2.1. tablazat: _ A membranos elvalasztasok csoportositasa

Belépé Kilépé Hajtéeré Atlép Visszamarad
fluidum fluidum
Gazpermeacio gaz gaz koncentracio v. gaz gaz
parcidlis nyomas
Pervaporacio oldat gaz koncentracio v. gaz gaz
parcialis nyomas
Dializis oldat oldat Koncentracio- kis molekuldju | nagy molekulaju
kiilonbség anyagok anyagok
Elektrodializis oldat oldat elektromos tér ionok viz
Reverz ozmozis oldat oldat nyomas oldoszer sOk stb.
Ultrasziirés oldat oldat nyomas kis molekuldju | nagy molekulaju
anyagok anyagok
Mikrosziirés Szusz- SZUsz- nyomas minden oldott kolloid
penzid penzid anyag részecskék
Sziirés Szusz- SZUsz- nyomas kolloid makrorészecskék
penzio penzio részecskek

4.3.2.1. Gazpermedcio

A gazpermeaciés membranokon a kiilonb6z6 gaz-halmazallapot anyagok molekuldi eltérd sebes-
séggel hatolnak at. Ennek kovetkeztében egyes komponensek feldusithatok a gazelegyben (pl. a nehe-
zebb nemesgazok). Biotechnoldgiai alkalmazasa alig van.

4.3.2.2. Pervaporadcio

A pervaporacioé esetében a membrannal érintkez6 folyadék komponensei anyagi mindségiiktol fiiggd
mértékben oldédnak be a membran anyagiba, és a tuloldalon gaz, pontosabban g6z forméjaban
jelennek meg. A folyamat addig tart, amig a gaztérben (rendszerint vakuum) a géznyomas el nem éri
az adott komponens aktualis hémérsékleten kialakulé egyensulyi géznyomasat. Ha az atlépd gézoket
folyamatosan aramoltatott vivogazzal vagy vakuumszivattyuval eltavolitjuk, a miivelet folyamatossa
tehetd.

Biotechnologiai alkalmazasa: etanol fermentacional. A szesziparban az élesztok csak bizonyos al-
kohol-koncentracioig képesek az erjesztésre. Ennek elérésénél a folyamat leall, pedig a tenyészet még
képes lenne tovabbi fermentaciora. Ha a fermentorhoz egy pervaporaciés membranmodult kapcsolunk,
annak apolaris membranjaban az etanol jobban oldédik, mint a viz, és igy a vakuumoldalon nagyobb

crer
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etanolt a rendszerbdl, tehat az éleszt6 tobb cukrot konvertal alkoholla, masrészt a cefrénél tdményebb
alkoholt kapunk, ami megtakaritast hoz a desztillacional is.

Analitikai alkalmazasa: kozvetlen mintavételezést tesz lehetévé a fermentorbol. A fermentlébe
meril6 kis feliiletii szonda membranjan athatol6 apolaris anyagok (oxigén, szén-dioxid, etanol, mas al-
koholok, fenil-ecetsav) kozvetleniil egy kis felbontast tomegspektrométer vakuumterébe vezethetdk,
és a megfeleld tomegszamnal kapott ioncsics nagysaga alapjan mennyiségileg meghatarozhatok.

4.3.2.3. Dializis

A dializis hajtoereje a koncentraciokiilonbség, mechanizmusa a diffuzio. A dializal6 membranok
megfelelnek a klasszikus féligatereszté hartyanak, a kis molekulakat atengedik, a nagyokat vissza-
tartjak.

A dializis a fehérjék kis molekulatomegii szennyezéseinek (pl. s6, koenzim, szubsztrat stb.) elta-
volitasara alkalmas egyszer(i moédszer. A dializaland6 fehérjét specialis membranbol késziilt zacskoba
toltjik, lezarjuk és nagy térfogat desztillalt vizet vagy hig puffert tartalmazo edénybe helyezzik. A
fehérjék szamara a dializalohartya atjarhatatlan, a szennyezések viszont konnyen atjutnak, és a kon-
centracio-gradiensnek megfeleld iranyban eltavoznak a fehérje mell6l. Meggyorsithatjuk a folyamatot,
ha a dializal6o edény tartalmat kevertetjik.

A dializalé6 membran celofanbdl vagy mas cellul6z alapt anyagbdl késziil. Kiilonbozé méretekben
¢és formaban (sik folia, cs6). Bonyolultabb, kis molekulatomegii szerves anyagok (pl. nukleotidok)
dializise eldtt gy6zodjiink meg arrdl, hogy az altalunk hasznalni kivant dializalé hartya anyaga atjarha-
to-e az eltavolitandd anyagok szamara. Eléfordul ugyanis, hogy a toltéssel rendelkez6 molekulakat a
membran anyaga megkéti, ezzel lassitja, vagy megakadalyozza eltavolitasukat.

A dializis hatasossagat a dializal6 oldat térfogatanak novelésével és intenziv kevertetésével novel-
hetjiik. A gyakorlatban altalaban a minta térfogatanak szazszorosat célszer(i hasznalni. Meggyorsithat-
juk a tisztitast a dializald oldat tobbszori cseréjével, novelve a koncentracio-gradienst, és ezzel az
anyagtranszport sebességét. A dializis legalabb 6-8 drat vesz igénybe, de tomény sok eltavolitasat (pl.
ammonium-szulfat, karbamid stb.) legalabb 1 napig végezziik.

Laboratoriumi alkalmazas: a folyadékot dializalo hiivelybe (csészerli, mint a kolbaszbél) toltjiik,
két végén lezarjuk és egy mérdhengerbe logatjuk (1. abra).

(@) Kiindulasi allapot (b) Egyensulyban
// N\ i
‘\f\‘ E s A {
Dializalé
membran
o o%@° e 2
Oldészer . ’\.-.\\. <
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4.3.2.3.1. abra: A dializis elve

Orvosi alkalmazasban a dializis = ,,miivese-kezelés”: a paciens vérét egy membrankapillarisokbol
all6 dializal6 modulon vezetik keresztiil, itt a vérbol eltdvoznak azok a kis molekuldju karos anyag-
cseretermékek, amelyeket a beteg vese nem tud kivalasztani (pl. karbamid).

4.3.2.4. Elektrodializis

Az elektrodializis olyan miivelet, mellyel két, membrannal elvalasztott oldat kdzott elektromos tér
hatasara ionaramlas jon létre. Az elektrodializis ionos oldatok koncentracio-viszonyainak megvaltozta-
tasara alkalmas.
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A késziilékben felvaltva helyeznek el anion- és kationcseréld membranokat. A membranok ko-
z6tt sdoldatot vezetnek keresztiil, mikdzben a késziilékre egyenfesziiltséget kapcsolnak. Az elektromos
er6tér hatasara az anionok az andd, a kationok a katod felé mozognak.

Mozgasuk kdzben az anionok csak az anioncseréld, a kationok pedig csak a kationcserélé memb-
ranon képesek athatolni, a veliilk azonos t6ltésit membranokon viszont az elektromos taszitds miatt
nem. A folyamat eredményeképpen minden mésodik membrankdzben a bevezetett oldat ionokban
elszegényedik, mig a koztes folyadék sotartalma novekszik. Az elektrodializis miikddési elve az 1.
abran lathatd

A
e
© \
3 el
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Téményebb sboldat

A = anioncserélé membran K = kationcserélé membran

4.3.2.4.1. abra: Az elektrodializis elve

szonhetd, hogy a membranok viszonylag jo vezetok (~10 Q/cm?).

A membranokat kiilonb6z6 szintetikus anyagokkal erdsitik meg, a jobb mechanikai szilardsag elé-
rése érdekében. Az elektrodializalé cellakban a membranok vastagsaga altalaban 0,15-0,6 mm, a koz-
tiik levd ,,;rés” vastagsaga 0,5-2 mm. gy egy cellapar vastagsaga 1,3—5,2 mm, atlagosan 3,2 mm koriil
van (egy egységet szaztol tobb szazig terjedd cellapar alkot).

A membranok legfontosabb elektrokémiai jellemz6i a kdvetkezok:

— elektromos ellenallas

— iontranszportszam

— viztranszport (elektroozmozis)
— elleniranyu diffuzio.

Az elektromos ellenallds altalaban 3-20 Q/cm® (0,5 M NaCl-oldattal egyenstlyban), és a
homérséklet emelésével csokken.

Az iontranszportszam definicio szerint az elektromos aramnak az a hanyada, melyet a membranon
keresztiil ellenionok szallitanak. Ha a membranban a rogzitett toltések szama sokkal nagyobb, mint az
oldat ionkoncentracioja, akkor a mozgé ionok tobbsége ellenion, az azonos toltésli ionok nem tudnak
behatolni a membranba. A kereskedelmi forgalomban levé membranok iontranszportszama altaldban
0,85-0,95 kozatti.

Az elektroozmézis jelensége, hogy az ionokkal egyiitt viz is vandorol a membranokon keresztiil.
Ennek mértéke 100-200 cm?®/szallitott ekvivalens ion, kationszelektiv membranokra valamivel kisebb,
mint az anionszelektivekre. Viszonylag koncentralt oldatok elektrodializisénél az elektroozmozis
komoly méreteket dlthet, a folyamat hatékonysagat csokkentve. Altaldban az alacsony viztartalmu, sok
fix toltést tartalmazd membranok viztranszportja kisebb, mint a magasabb viztartalmu, kevesebb fix
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toltést tartalmazoké. Megjegyezziik, hogy az elektroozmdzis nem minden esetben karos, egyik
felhasznalasi teriilete kolloid oldatok toményitése.

Az ellenirdnyu diffuzid az ionok vandorlasa az elektrodializis soran 1étrejott koncentracio-gradiens
hatasara. Ez a vandorlas az elektromos transzport ellenében megy végbe, igy az elektrodializis haté-
konysagat rontja. Hatasa minél szelektivebb membranok alkalmazasaval védhetd ki.

Alkalmazasok:

1. Nagytisztasagt viz el6allitdsdhoz eldkezelésként alkalmazhaté az elektrodializis. Az igy eldke-
zelt vizet azutan sziiréssel, aktiv szenes deritéssel és ioncserével tovabb tisztitjak.

2. Brakkvizek sétalanitasa ivoviz eléallitasa céljabol ma az elektrodializis els6dleges felhasznalasi
teriilete. Brakkviznek nevezik azokat a vizeket, melyeknek sotartalma 1ényegesen kisebb a tengervizé-
nél, de nagyobb az édesvizekénél.

Ha a legjellemzdébb példat tekintjiik (0,005 n sétartalma viz eléallitasa 0,05 n brakkvizbdl), 1
V/cellapar fesziiltséget feltételezve az 1 m® ivoviz el8allitasahoz felhasznalt energia 1,3-1,8 kW. A
vilag t5bb szaz telepe kozott olyan is akad, melynek teljesitménye eléri a 10 000 m*/nap-ot.

3. So eléallitasa tengervizbdl szintén gyakran alkalmazott ipari 1éptékii technologia. Az igy el6al-
litott s6 mennyisége tobb mint egymillié tonna évente.

4. Tejipari alkalmazdsok
A sajtgyartasnal visszamarado, még hasznos fehérjéket tartalmazd savo felhaszndldsdt magas
iontartalma korlatozza. Az ionok eltavolitdsdnak egyik modszere az elektrodializis. Elényei az
ioncserével szemben, hogy a fehérjék denaturalédasa kisebb mértékii, és konnyen megvaldsithatd a
folyamatos tizemmod.

5. Fermentacids alkalmazasok
A fermentéacios technologiaknal a végtermékgatlas kikiiszobolésére, a bioszintézis folyamatos

crcr

elektrodializissel eltavolitjak a fermentlébdl, mig a fel nem hasznalt nem-ionos szubsztratokat (pl. glii-
koz) visszavezetik a fermentorba.

4.3.2.5. Bipolaris elektrodializis

Az elektrodializis egy tovabbfejlesztett valtozata a bipolaris elektrodializis. Ennél az eljarasnal kettGs
rétegli, kation- és anioncserélé réteget egymas mellett tartalmazé membranokat (az &bran B-vel
jelolve) is alkalmaznak. Ezek a membranok megfeleld térerdsség esetén katalizaljak a vizmolekuldk
ionokkal savat, illetve bazist képeznek. A membranok megfelelé elrendezése esetén a bipolaris
elektrodializissel a sok szétbonthatok az alkoto savra és bazisra.
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4.3.2.5.1. abra: A bipolaris elektrodializis elve

A savak felszabaditasa soikbol gyakori feladat a biologiai iparokban is. A szerves savak (citrom-
sav, tejsav, almasav, borkdsav, borostyankdsav, gliikkonsav) fermentacios el6allitasanal ezt jellemzden
kalcium-hidroxidos lecsapassal, majd kénsavas feltarassal oldjak meg. Ennél az eljarasnal mellékter-
mékként sztdchiometrikus mennyiségii gipsz keletkezik, amelynek elhelyezése komoly problémakat
okoz. Ezt kiiszoboli ki a bipolaris elektrodializis, a csapadék levalasztdsa majd feloldasa kikeriilheto,
igaz, hogy jelentOs elektromos energia felhasznalasaval.

4.3.2.6. Nyomassal végrehajtott membransziirések

A membranmiiveletek a membranok pérusmérete és az elvalasztando6 részecskék (molekuldk) mérete
szerint is csoportosithatok. A hatarok az egyes miivelettipusok kozott nem élesek, atfedések vannak,
ahogy ezt az 1. abra szemlélteti.

200,000
~ Oldott sdk
Pigmentek Fehérjék
Bkt érium ok Srapes
Elesztik BEET vedylletek
Mikr osziir és Ultrasziires RO
Manosmirés

4.3.2.6.1. dbra: A membranmiiveletek mérettartomanya

Novekvo sorrendben attekintve, a legkisebb méretek tartomanyaban (ionok, asvanyi sok) mitkodik
a forditott (reverz) ozmozis, aztan a makromolekulak elvalasztasara alkalmas ultraszlirés és végiil a le-
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begd szilard részecskéket visszatartd mikrosziirés. Az egyes miiveletek jellemz6 elvalasztasat
szemlélteti a kdvetkezé animécio.

4.3.2.6.1. animacio: A membradnszirések osszehasonlitasa

A nanosziirés teriilete nincs pontosan meghatarozva, hatarai bizonytalanok, a forditott ozmozis és
az ultrasziirés kozott helyezkedik el. Az asvanyi soknal nagyobb, de kicsinek szamitd szerves
molekulak elvalasztasara szolgal.

Egy ultrasz{ir6 membran és az elvalasztando részecskék méretviszonyait szemlélteti a 2. abra.

B _

VIRUS RESZECSKE FEHERJE SZAHAROZ VIiZMOLEKULA
ATMERO > 10 NANOMETER MOLTOMEG: 70000 MOLTOMEG: 342 MOLTOMEG: 18

1 1
15 20

NANOMETER

ULTRASZURS MEMBRAN

L ]
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4.3.2.6.2. dbra: Az ultrasziiréd membran keresztmetszete és a kiilonbozo részecskék méretviszonyai

Forditott (reverz) ozmoézis (RO)

A forditott (reverz) ozmozis hajtoereje a nyomas, jellemz6é mérettartomanya 50-500 (masok sze-
rint csak 50-100) Dalton. Mas megfogalmazasban az olddszer és az oldott anyag molekulatomege ko-
zO6tt maximum egy nagysagrendnyi kiillonbség van. A membran anyagan gyakorlatilag csak a vizmole-
kulak hatolnak at (3. abra).

Ebben a tartomanyban nem értelmezhetd a porusatmérd fogalma, hiszen a ,,pérus” falat alkotod
atomok, atomcsoportok mérete sokkal nagyobb a vandorlé molekulakénal, igy semmiféle ,,falrol”
vagy egyéb mas jol definialhaté geometriaju struktirarol nem beszélhetiink. Valdjaban az elvalasztas a
kiilonb6zé6 molekulak eltérd diffizios viselkedésén alapul, a vizmolekuldknak a laza térhalds
szerkezetii, de folytonos membrananyagon kell atdiffundalnia. Felmeriilhet az a kérdés, hogy miért tud
athatolni a membranon a vizmolekula (M = 18), és miért nem tud a hasonlé méretii natriumion
(ionsulya = 23)? A magyarazat az anyagi tulajdonsagokban rejlik. Egyrészt az ionok sohasem léteznek
onmagukban (legfeljebb olvadékban vagy plazmaallapotban), oldatban jelentds hidratburok veszi
ezeket koriil, és ezzel a 6-20 vizmolekulaval egyiitt mar 1ényegesen nagyobb méretlieck/tomegiick.
Masrészt a membran anyaga a toltéssel nem rendelkezé molekulakat inkabb befogadja és atengedi,
mint az ionos karaktertieket.
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4.3.2.6.3. abra: A reverz ozmozis és az ultrasziirés dsszehasonlitasa

A forditott (reverz) ozmozis arrdl kapta a nevét, hogy itt az ozmozis jelenségét, a viz aramlasi
iranyat megforditjak. Alapesetben az ozmoézis gy miikddik, hogy a membran két oldala kézotti kon-
centraciokiilonbség gy egyenlitddik ki, hogy a viz aramlik at a higabb oldatbdl a tdményebbe,
mindaddig, amig a két koncentraci6é ki nem egyenlitédik. Ha a tdményebb oldat zart térben van, és
térfogata nem tud ndvekedni, akkor jelenik meg az ozmoézisnyomas, amely szétfesziteni igyekszik a
zart teret. Ha erre a térre kiilsé ervel pont akkora nyomast gyakorolunk, mint az ozmdzisnyomas,
akkor éppen meg tudjuk allitani a viz atlépését a membranon. Nyomasegyensuly alakul ki, és ett6l a
konvekcid megsziinik. A reverz ozmozisnal az egyensulyi nyomasnal is nagyobb iizeni nyomast adnak
a toményebb oldatra, ezzel a viz dramldsat megforditjak, a tdményebb oldatb6l megy at a tiszta viz
oldalra.

ozmozIs EGYENSULY FORl]TO'lT oznozis
Viz aramlik a Az ozmazisnyomas A nagyobb {izemi
t6ményebb egyenl6 az lizemi nyomas visszaforditja
oldatba nyomassal aviz aramlasat a

higabb oldat felé

4.3.2.6.4. abra: Az ozmozis megforditasa nyomdssal

Az ozmozisnyomas az lizemi nyomassal szemben miikodik, igy a csak a kettd kiilonbsége szallitja
at a vizet a membranon, emiatt igen nagy nyomasok sziikségesek. Az iizemi nyomads elérheti a 80-100
bart is. (Emlékeztet6iil: a fél molos (~3%-0s) NaCl-oldat (de ozmozisnyomas szempontjabol a teljes
disszociacio miatt egy moélosként viselkedik) ozmézisnyomasa 20 °C-on kb. 24 bar — ennyit le kell

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




4. Koncentralé miiveletek 113

vonni a szivattyu altal 1étrehozott nyomasbol. A viz fluxusa még ilyen nagy nyomaskiilonbség mellett
is viszonylag kicsi. A forditott ozmozist els6sorban so(K) eltavolitasra alkalmazzak. Legnagyobb
Iéptékben tengerviz soétalanitasara hasznaljak a Kozel-Keleten, de alkalmazzak kazantapviz
elokészitésére, a gyogyszeriparban pirogénmentesitésre és killonlegesen tiszta viz eldallitasara, pl.
szdvettenyésztéshez, oltdéanyag-készitéshez.

Nanoszureés

crer

elvalasztott atomtomegekre 100 és 1000 kozott sokféle adatot lehet talalni, atmeneti tartomany a
reverz ozmozis és az ultrasziirés kozott, mindkét teriilettel atfedésben. A biologiai iparok technologi-
aiban a kis molekulaja primer metabolitok elvalasztasara alkalmazzak, példaul tejsavgyartasnal a ter-
melt tejsav €s a maradék gliikoz elkiilonitésére.

Ultrasziirés (UF)

Molekulatomeg szerint az ultrasztirés az 500-100 000 daltonos tartomanyban miikodik, bar egyes
szerzOk a felsé hatart 1ényegesen magasabban adjak meg. Az ultrasz{ird membranon valodi porusok
vannak (a jellemz6 atmérdé 1-100 nm) és méret szerinti elvalasztast valdsit meg.

Az ozmotikus hatdsok a nagyobb molekulatomegek miatt nagysagrendekkel kisebbek, legtobbszor
el is hanyagolhatok. Ennek megfeleléen az alkalmazott nyomassal csak a membran — lényegesen
kisebb — hidraulikai ellenallasat kell legy6zni, azaz joval kisebb nyomads elegendé (1-20 bar). A
membranok vizpermeabilitdsa akar egy nagysagrenddel is nagyobb lehet, mint a forditott ozmozisnal.

Mikrosziurés

A mikroszlirésnél az elvalasztando részecskék mar nem oldott molekuldk, hanem lebegd szilard fazist
alkoto testek. A mikrosziir6 membran jol definialt poérusai a 0,1-1,0 um tartomanyba esnek. A
nagyobb méretek miatt az elvalasztds diffuzios jellege teljesen hattérbe szorul, és a membran
szitahatasa érvényesiil. A pdérusokon szabadon athatolnak az oldott anyagok, a kis és nagy molekulak
egyarant, valamint a kolloid részecskék egy része. Teljes visszatartas érhetd el az élo sejtekre, ami
lehetové teszi az élelmiszeriparban kiilonféle oldatok (bor, sor, gylimolcslé) sterilre sziirését.

4.3.3. A membranos elvdlasztasok elmélete

Tekintsiik at az egyes jelenségek mennyiségi leirasat kiilon-kiilon, és azutan foglaljuk ossze ezeket egy
egyenletbe.

1. Vizsgaljuk el6szor a legegyszerlibb esetet, a koncentraciokiilonbség hatasara 1étrejovo
komponens aramot. A két folyadék a membran porusain keresztiil érintkezik egymassal, az oldoszer
maga nem mozog = nincs konvekcios transzport, csak az oldott anyagok porusdiffuzidja miikddik. A
membran két oldala kozott fennalld koncentraciokiilonbség a Fick-torvénnyel leirhatd diffuzios
transzportot inditja meg:

J,=-D, grad a, = D%

ahol: Ji —azikomponens arama
Di —azikomponens diffuzios allandoja
a8, —azikomponens aktivitasa
L - amembran vastagsaga.
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remnbran

. porus

4.3.3.1. abra: Az idedlis diffuzios koncentracioprofil

A gradiens kifejezheto a koncentraciokiilonbség és a membran vastagsaganak (= a porus hossza-
nak) hényadosaként. Idealis allandosult allapotot feltételezve a pdrusban linedris koncentracioprofil
alakul ki (1. &bra). Elvileg figyelembe kellene venni a membran két oldalan kialakuld hatarréteget, a
melyek szintén ellenallast jelentenek, és eltorzithatjdk az egyszerli vizszintesekkel kozelitett
koncentracioprofilt. A gyakorlatban azonban a pérusokon valé atjutas sokkal lassabb folyamat, mint a
folyadék fotomegebdl a membran feliiletére térténd diffuzid. Ennek elsddleges oka az, hogy a porusok
Osszes keresztmetszete sokkal kisebb, mint a membran feliilete. A leglassabb folyamat, a poruson valo
athaladas a sebességmeghatarozo, emellett a porusok két végénél fellépo anyaghiany, illetve a tobblet
olyan gyorsan potlodik, illetve eloszlik, hogy az allandé (vizszintes) koncentraciogorbe torzulasa
elhanyagolhato.

Kicsit mas az egyenlet felirdsa abban az esetben, ha a diffiizié nem a porusokon 4t torténik, hanem
a membran anyagaban. Ilyen folyamat példaul az etilalkohol diffuzidja vizes kozegbdl erésen apolaris
anyagu (teflon, szilikon) membranokon keresztiil. A problémat az okozza, hogy a koncentraciokat és a
diffuziés allandot is a membran anyagaban kellene megadni, ahol altalaban ez nem mérhetd.
Kozelitésként vezetik be az adott komponens Un. ,,megoszlasi hanyadosat™:

K= sl __ ¥s2
Cm  Cm2
ahol: ¢ —koncentraciok az oldatban
Cm — koncentraciok a membranban
K —,megoszlasi hanyados” az olddszer és a membran anyaga kozott,

amellyel feltételezziik, hogy a membranban és az oldatban létrejové koncentraciok egyensulyi esetben
aranyosak. A diffundalé komponens arama az alabbi modon fejezhetd ki:

DK

= T(Csl - CSZ) = PmACs
Pm = DK/L = membran permeabilitas.

A harom allandot a Py, (membran permeabilitads) konstansaba vontuk Ossze. Ezzel két nehezen

meghatarozhat6 jellemzot (D, K) egy mérhetd paraméterbe foglaltunk 6ssze.
A koncentraciokiilonbség hatasara tehat csak az oldott komponensek mozognak, az olddszer nem.
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2. A nyomaskiilonbség hatasa mas. Els6sorban az oldatot préseli at a membranon, ¢és ekdzben az
oldoszer viszi magéval a benne oldott kis moélsulyu anyagokat (konvektiv transzport). A porusaramlas
leirasara mas tantargyakban tobbféle egyenlet is eléfordult:

vol

k
Az alapegyenlet: J,,=—— gradp
u

a folyamat hajtéereje a nyomaskiilonbség, az anyagi és technikai paramétereket egy k konstansba
foglaljak 6ssze, egyediil a viszkozitast emelik ki a nevezdbe.

e k-Ap : .
A sziirésnél = — D’ Arcy torvénye
wL
4
_ wr Ap o
Kapillaris aramlasnal: = — Hagen-Poiseuille-t6rvény
8n Ax

Az analogia teljes, a gradienst egy dimenzidban helyettesiteni lehet a nyomaskiilonbség és a porus
hosszdnak héanyadoséaval, a viszkozitds a nevezOben szerepel. A membranszirésnél még tovabb
egyszerusitett formulat hasznalnak:

Jo = LAp

bevezetve az Lp = olddszer permeabilitast (= liquid permeability), amelybe belefoglaljak a membran
vastagsagat ¢s a viszkozitast is.

3. A membran két oldala kozott fellépd ozmotikus myomaskiilonbség szintén az oldoszer (viz)
kényszeraramlasat okozza. Az oldatok ozmoézisnyomasat a Van’t Hoff-torvény segitségével
szamolhatjuk:

T = RTZci

A membran két oldala kdzott mutatkozo ozmoézisnyomas-kiilonbség altal 1étrehozott térfogataram
pedig anal6g modon folirva:

Joq = LAT

A membranszirésnél a raadott nyomas ellene dolgozik az ozmoézisnyomasnak, igy az eredd
szlirletaram a ketto kiilonbségével fejezhetd ki.

S = Lp Ap — Am

Egy valés membransziirésnél, ahol mindharom hatas egyszerre érvényesiil, figyelembe kell venni
azt is, hogy a membranon athaladoé kisebb molekulatomegii komponensek nem hoznak 1étre ozmotikus
nyomaskiilonbséget, hiszen koncentracidojuk a membran két oldalan azonos. A jelen 1évd
részecskéknek csak a visszatartott hanyada vehetdé szamitasba az ozmoézis szempontjabol. A
visszatartott hanyad jellemzésére vezették be a visszatartd képességet (rejekcios tényezO, membran-
reflexids tényez0d, retencid, szelektivitas) jelolése: r vagy o (szigma), értelmezése:

o= [1 — ﬁ]
csl
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Ertéke 0 és 1 kozott valtozhat. Ha a komponensek egyaltalan nem haladnak at a membranon, a
sziirletoldalon a koncentracio (cs2) nulla, a o értéke 1 (teljes visszatartas). Ha viszont a membranon
minden jelen 1évé anyag akadalytalanul athaladhat, nem lesz koncentraciokiilonbség a membran két
oldala kozott (cs3 = Csp), a tényezo értéke 0 (nulla visszatartas). A rejekcios tényezd értelmezhetd a
jelen 1évé Osszes anyagra is (mekkora hanyadot tart vissza a membran), illetve egy oldott
komponensre is (a redlis membranokndl egy molekulaméret-tartomanyban egy adott komponensre is a
részleges ateresztés jellemzd). A visszatartd képességgel kifejezve az anyagaram:

az oldoszerre: oo = Lp Ap — oAw
az oldott komponensekre: J =P Ac,+ 1—0o cdJ,
2 \
difftzios konvekcids
transzporttranszport

Az oldott anyagok transzportegyenlete két tagot tartalmaz. Az elsé a diffuzids transzportot irja le,
ennek irdnya a koncentracidviszonyoktol fiiggéen lehet az olddszertranszporttal azonos vagy
ellentétes. A masodik tag irja le a konvekcids aramot, a nyomas hatasara atsz{ir6d6 oldoszer altal
szallitott anyagmennyiséget. A gyakorlatban a diffiizios tag altalaban elhanyagolhaté a konvekcids
mellett.

A koncentraciokiilonbséggel operalé membranmiveletekkel ellentétben a nyomassal végrehajtott
membranmiiveleteknél a feliileti jelenségek jelentdsen megvaltoztatjak a transzportok sebességét, az
eltérések az idealis viselkedéstol jelentdsek.

4.3.3.1. Koncentracios polarizacio

A membransziirés soran a konvektiv oldoészeraram folyamatosan halad at a membranon, mikzben a
kis moltdmegii anyagokat magaval viszi. A nagyobb molekuldk viszont felhalmozodnak a membran
feliilete kozelében. Ezt a lokalis koncentraciondvekedést nevezik koncentracios polarizacionak. Ez a
tobblet természetesen nem novekszik korlatlanul, hanem a koncentraciotobblet egy diffuzios
folyamatot indit meg, amelynek sordn az anyagtobblet visszadiffundal a folyadék fotdmegébe
(tombfazis, bulk). Allandésult allapotban egyensily alakul ki a két ellentétes folyamat kozott. A
részecskék mozgasat szemlélteti a kovetkezdé animacio.

KONCENTRACI

POLARIZACH

Sy Sering W|[W| 31 ovoeiotan | M)==|%2

4.3.3.1.1. animacio: A koncentrdcios polarizacio kialakuldsa

A kialakul6 koncentracioprofil alakjat mutatja az 1. abra.
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4.3.3.1.1. abra: Koncentracios polarizacio
Allandésult allapotban:

a konvekcio a membran feliiletére = ellenirdnyt diffuzid a fotomegbe

de

Jc =D—

v —bulk dw

j, = plde

c dx

szétvalasztva
Jdxr =D 1 dc
c

és integralva:

C,iorgs
_ feliileti
J.x = D ln Lt

Coulk

D Co oo

_ feliileti

J, = —Iln——
T Coulk

A koncentracios polarizaci6 kialakuldsa a membransziirés szempontjabol egyértelmiien hatranyos.
A megnovekedett koncentracid a feliileten lassitja a szlirést, a hatasfok romlik, a miivelet sebessége
csokken.

4.3.3.2. Gélpolarizicio

Ez a jelenség olyan makromolekuldk elvalasztasa soran mutatkozik, amelyek bizonyos koncentracio
felett gélképzésre hajlamosak. Tipuspélda a fehérjék ultrasziirése, ahol a fehérjelancok egy nagy
viztartalmu, de szilard fazis (gél) kialakitasara (szol-gél atmenet) hajlamosak. A feliileti koncentra-
ciotobblet kialakulasanak mechanizmusa ugyanaz, mint a koncentracios polarizacional, de ha ez a
koncentracio eléri a gélesedési hatart, a membran feliiletén egy gélbevonat alakul ki.
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4.3.3.2.1. abra: Gélpolarizacio
A fenti levezetést analog modon megismételve a

\]v - K |n Cgélesedési
Chuik
format kapjuk.
A gélréteg kialakulasa a miivelet szempontjabol karos. A réteg masodik membranként viselkedik,
ellenallasa hozzaadodik az eredeti membranéhoz, ezaltal a sziirlet térfogatarama csokken. A gélréteg
ellenallasat eldre szinte lehetetlen szamitani, a kisérleti eredmények értékeléséhez egy korrekcios tagot

illesztenek a kordbban levezetett 6sszefiiggésekbe: permeabilitas helyett ellenallasokkal felirva:

1
J,= L,(Ap-Am) = R—(Ap-Aﬂ')

m

beirva a gél réteg ellenallasat is:
1

J, = ————(Ap- An)
m + Rgél

Bar ez a fejezet a membransziirés elméleti, kvantitativ leirasaval foglalkozik, szaladjunk elére egy
kicsit az lizemeltetési kérdésekhez ¢és térjiink ki roviden a polarizacios jelenségek karos hatdsainak
csokkentésére is.

Az els6 gondolat azzal kapcsolatos, hogy mit nem célszer(i tenni. Ha lelassul a sziirés, az els6
gondolat az lenne, hogy ndveljiilk meg a nyomast. Valdjaban nem célszerii a nyomaskiilonbséget
novelni. Mindamellett, hogy ez ndveli a koltségeket, altalaban hatastalan. Ha ugyanis megnézziik az
allandosult allapotra felirt egyenstlyi egyenleteket, kitlinik, hogy az egyenstlyi szlirletaram nagysaga
fliggetlen a nyomastol. Igy tehat széles tartomanyban hiaba valtoztatjuk a nyomast, a fluxus allandd
marad. Némi eredményt érhetiink el kis fluxus értékeknél, mivel ekkor mintegy lehetdséget adunk az
elleniranyu diffuzios folyamatnak, hogy elszallitsa a feliileti koncentraciotdbbletet.

Sokkal hatékonyabb beavatkozast tesz lehetévé a feliileti hatarréteg vastagsaganak csokkentése. A
vegyipari miiveletek tanulmanyozéasanal alapelv volt, hogy a fluidum turbulens &aramoltatasa
valamennyi transzportfolyamatnal elvékonyitotta a feliileti diffuzios hatarréteget, ezzel csdkkentette az
ellenallasat. Ez a membransziirésnél is érvényes, a keveréssel vagy mas kényszeraramlassal 1étrehozott
turbulencia akar tobbszordsére novelheti a sziirlet fluxusat. Az optimum itt is gazdasagi jellegli, mivel
a membranok kozott gyakran csak sziik csatornak vannak (ld. késobb, a membranelrendezések,
modulok targyalasanal), amelyekben turbulens aramlast csak nagy szivattyuzasi munka befektetésével
lehet elérni.
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4.3.4. A technologiai paraméterek hatisa a membransziirésre

4.3.4.1. Nyomadaskiilonbség

A nyomaskiilonbség megaddsa nem minden esetben egyszerli, mivel a membranok mentén aramlo
folyadékban is jelentkezik nyomadsesés, igy a membran két oldala kozotti nyomaskiilonbség a
késziilékben pontrol pontra valtozik.

Betaplalas o - e .. ®@. @ * | Retentat
—————— r = —_—
B e ———

—
- : e - - - - : = N

- e . - .
P4 - * -8 .8

P2

N : S -:\membrén

Permeat P3

4.3.4.1.1. abra: Nyomasmeérési pontok membransziironél

A p; és p, nyomasok csak akkor kiilonbdznek Iényegesen, ha a membranmodulon valé ataramlas
soran nyomasesés jon létre, azaz a folyadéknak sziikiilet(ek)en, vékony csatornakon kell 4thaladnia.
Ha az oldat ilyen ,,fojtdson” megy keresztiil, a nyomasesés mértéke fiigg az aramlési sebességtol, ami
a belépd nyomassal valtoztathatd. A sziik csatorndkon végighalado folyadék nyomasa fokozatosan
csokken, mikozben a sziirletoldalon a nyoméas gyakorlatilag allandd (rendszerint atmoszférikus
kifolyast allitanak be). Tehat a szlirési sebességet meghatarozo, a membran két oldala kozott fellépo
nyomaskiilonbség is helyrdl helyre valtozik. A pontos matematikai leirds helyett jo kozelitéssel
hasznalhatjuk a nyoméasok szamtani kdzépértékét:

P+ P,
2
A hajtéerdként miikodo atlagos nyomaskiilonbség a membran két oldala kozott tehat:
P.+P
Ap = 2 2 — Ps

Nagy aramlasi keresztmetszetii membranmoduloknal a nyomasesés elhanyagolhatd. A membran
retentat oldalan ugy lehet nagyobb (de mindenhol azonos) nyomast fenntartani, hogy a retentat
kilépési pontjara egy fojtoszelepet szereliink, és ezzel allitjuk be a kivant nyomast.

A sziirlet fluxusa egyenesen ardnyos a membran két oldalan észlelhetd nyomaskiilonbséggel
(D'Arcy-torvény, Hagen—Poiseuille-torvény). A linearis jelleg azonban csak az oldoszerre (vizre),
illetve a vissza nem tartott anyagokra (¢ = 0) érvényes. Visszatartott anyagok jelenlétében a
koncentracidval, illetve a retenciéval novekvé mértékben egyre nagyobb az eltérés. Bizonyos hatar
felett a gorbe vizszintesbe hajlik, ezen a platon mar a nyomas novelése nem befolyasolja a fluxust (1d.
az el6z6 fejezetben a polarizacios jelenségek lekiizdésérdl irottakat).
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Jv fluxus
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4.3.4.1.2. abra: A nyomaskiilonbség hatasa a membransziirés sebességére

4.3.4.2. Aramldsi viszonyok

A folyadék aramlasa a feliileti jelenségeket nagymértékben befolydsold paraméter. A membran
feliiletével parhuzamos mozgés biztositja azt a kordbban rogzitett feltételt, mely szerint a membran
feliiletén lerakddas nem keletkezhet, az elvéalasztds csakis magdn a membranon torténik. Itt Ujra
hasznaljak a keresztaramu szlirés elvét. A molekuldk szlirésénél nem a sziirélepény kirakodasat kell
centracids polarizacidt. A polarizacids jelenségeknél targyaltuk, hogy a feliileti hatarréteg vastagsaga
csOkkenthetd az 4aramlas turbulencidjanak fokozéasdval. A membran feliiletével parhuzamosan
/érint6legesen létrehozott turbulens aramlas elvékonyitja a feliileti hatarréteget, ezaltal leroviditi a
diffuzios uthosszt a fétdmegbe tdvozo visszatartott molekuldk szamara.

A turbulencia mértékét kvantitativan tobbféleképpen is jellemezhetjiik. A Vegyipari miiveletek
targyban altalanosan alkalmazott dimenzidmentes Reynolds-szdm itt kevésbé haszndlhatd a sziird-
modulok csatorndinak sajatos kiképzése miatt. Jellemezhetjiik viszont az aramlést a nyirdsebességgel.
A szlrletfluxus és a nyirdsebesség kapcsolata hatvanyfiiggvénnyel irhaté le, amely log-log

abrazolassal linearizalhato (1. bra).

log (szlrletfluxus)

log (nyirosebesseg)

4.3.4.2.1. dbra: Az aramldsi viszonyok hatdsa
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Az optimalis aramlasi sebesség meghatarozasa fontos mérnoki optimalizalasi feladat, mivel az
aramlas gyorsitasa egyik oldalrol ndveli a sziirési sebességet és a retenciot, masrészt viszont né a
szivattylizas energiaigénye és a rendszer melegedése is.

4.3.4.3. Makromolekula-koncentracié

A részben vagy teljesen visszatartott makromolekulak jelenléte a polarizacios jelenségek miatt gatolja
a membrantranszportot. A polarizacios jelenségek tanulmanyozasanal lattuk, hogy a Iétrejovo fluxus
logaritmikusan fligg az oldat koncentraciojatol:

D Coeir:
JV _ = In feluleti
d Cbulk

emlékeztetésiil: D — diffuzios allando
d — filmvastagsag
Cp — koncentracio a membran feliiletén
Cp — koncentracio a retentat fotomegében.

A fotomeg koncentracidja a nevezoben szerepel, lathatéan csokkenti a sziirési sebességet.
Féllogaritmikus abrazolasban a fliggvény egy negativ meredekségli egyenest ad (1. abra).

szlrletfluxus

log (koncentracid)

4.3.4.3.1. dbra: A fehérjekoncentrdicio hatasa a membransziirés sebességére

4.3.4.4. A membran kora

A membran tulajdonsagai (visszatartas, sziirési sebesség) az lizemiddvel valtoznak. Ezen beliil
megkiilonboztethetjiik az elsd hasznalatnal bekdvetkezd gyors valtozasokat, és a huzamos hasznalat
kozben bekdvetkezo lassu, fokozatos teljesitménycsokkenést.

Az 1j, csak vizzel kiprobalt membran tulajdonsdgai az {izemi hasznalat elsé 15-30 percében
nagymértékben megvaltoznak, és csak egy tranziens szakasz utan valnak kozel allandova. A folyamat
sok tényez6bol tevodik Gssze, a legfontosabb hatasok:

— a fehérjék adszorpcidja a membran feliiletén (mindenféle kolcsonhatas lehetséges, kivéve a
kovalens kotést)

— irreverzibilis gél vagy rétegképzddés a feliileten (fiigg a visszatartott fehérjék tulajdonsagaitol,
koncentraciojatol és a technikai paraméterektol)

— szilard részecskék (sejttormelékek) ,,beszoruldsa” a membran porusaiba (fiigg a membran
kialakitasatol és a részecskék koncentraciojatol, és pl. sejtlizistol)

A ,tiszta” membran porusai nagy fluxussal, de kis visszatartassal szirnek (1. abra).
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visszatartas

szirletluxus, J.

kb. fel lzemora

idd

4.3.4.4.1. abra: Az uj membran tulajdonsagainak valtozdasa

A fehérjék irreverzibilis valtozasokat is okoznak a membranon. Ezek a kés6bbiekben észlelhetden
csokkentik a viz, illetve sooldat fluxusat is. A miivelet végrehajtasa soran célszerii ezeket a hatasokat
minimalizalni, a koncentracids polarizaciot olymértékben csokkenteni, hogy gélesedés ne 1épjen fel; a
pH és az ionerdsség beallitasaval az adszorpciot €s aggregaciot minimalizalni.

Az irreverzibilis hatasokat szemlélteti a 2. abra. Egy vadonatj membranon tiszta olddszert, ez
esetben fiziologias sooldatot sziirve a sziirési sebesség a nyomaskiilonbség fliggvényében linearisan
novekszik, ahogy ezt a 4.3.3. alfejezetben bemutattuk. Ennek az egyenesnek a meredeksége az L,
oldoszer-permeabilitds. Ha ugyanezt a membrant egyszer mar fehérjeoldat (vérplazma) szlirésére
hasznaltak, akkor utana ujra kimérve ugyanezt az Osszefiiggést kisebb meredekséget, kisebb

permeabilitast észleliink.

Jy fluxus

Vérplazma ultrasziirése

|

II ' — - —- Fizioldgias séoldat ultra-
' szlirése Uj membranon
I

o | meeaan Fiziolégias sooldat ultra-
." szlrése vérplazmautan

Ap nyomaskiilénbség

4.3.4.4.2. abra: A membran ,,eloéletenek’ hatasa

A késobbiekben is valtozik, lassan 6regszik a membran. Ez a folyamat mas jellegii, mint az el6z0.
A membran minden egyes hasznalat (gyartasi tétel, sarzs legyartasa) soran elszennyezddik, a sziirési
sebesség lecsokken. A gyartas befejeztével a membrant pontos eljarasrend, receptira szerint meg kell
tisztitani, akkor (majdnem) visszanyeri eredeti tulajdonsagait. Ezek a tisztitads utan mérhetd szlrési
sebességek csokkennek lassan, fokozatosan a hasznalat soran. Egy jo membranmodult tobb szazszor
vagy masként megadva 2-3 évig is lehet hasznalni még elfogadhaté teljesitménnyel.
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A mar hasznalt membran tisztitasat, regeneralasat mosassal, kémiai kezeléssel (erés savakkal
és/vagy bazisokkal) vagy proteolitikus enzimekkel oldhatjuk meg. Kézenfekvd lenne visszaaramol-
tatassal (ellennyomassal) tisztitani a porusokat, de néhany gyartd ezt nem javasolja, mivel az
ellennyomas felszakithatja a vékony, kis porusméretii feliileti réteget, ezzel tonkretéve a membrant.

4.3.45. Homérséklet

A homérséklet megvaltoztatasa tobb ponton is befolyasolja a folyamatot. A legfontosabb a melegités
viszkozitascsokkentd hatdsa. A viszkozitas csokkenésével az aramlds a membran poérusaiban
konnyebbé valik, ezaltal né a sziirlet fluxusa. A hdmérséklettel ugyanakkor megvaltoznak az
adszorpcios folyamatok egyenstlyi viszonyai, a molekulak diffuzios allandoéi, kismértékben valtoznak
a membran anyaganak tulajdonsagai is. A novekvo diffuziosebesség csokkenti a polarizacids
jelenségeket, mivel gyorsul a feliilleti koncentraciotobblet visszavandorlasa. A kiilonb6zo
hatasmechanizmust és kiilonbodz0 iranyu valtozasok ereddjét analitikusan nehéz leirni, a tapasztalatok
szerint a homérséklet emelkedésével a sziirési sebesség no, a retencié pedig csokken. Ez arra mutat,
hogy érdemes lenne a magasabb hOmérsékleteken végrehajtani a membransziirést. Ugyanakkor
figyelembe kell venni a biomolekulak hoéérzékenységét, denaturaldédasat vagy kicsapodasat. A
gyakorlatban a szlir6berendezéseket nem fiitik, mivel a keringetésre befektetett teljesitmény melegiti a
levet. A hofokot folengedik 40-50 fokra, és ha ezt meghaladja, akkor a cirkulalokorbe beépitett
hécseréldben hiitve ezen a héfokon tartjak a rendszert.

4.3.5. A membransziirés anyagmerlegei

4.3.5.1. Alapfogalmak

A membranmiiveleteket leird6 mérlegegyenletek felirasahoz eldbb célszerli attekinteni a hasznalatos

Els6ként térjiink vissza a membran visszatartasara, szelektivitdsara, amit a mar targyalt
membranrejekcios  (reflexids, retencios) tényezével jellemezhetiink. A definicid szerint a
koncentraciokkal kifejezve:

ahol ¢, —akoncentracié a permeatban
Cr —akoncentraci6 a retentatban.

A membranok ateresztése a kiillonbozo méretli molekulédkra nézve csak elméletileg adhaté meg egy
konkrét mérettel. A valdésagban ez mindig egy sziikebb vagy szélesebb molekulatomeg-tartomany,
amelyet az Un. vagasi gorbével jellemezhetiink. Az idedlis membran vagasi gorbéje teljesen egyenes,
1épcsos fliggvény. A kitlizott molekulatomeg alatt egyaltalan nem enged at semmit, folotte pedig teljes
az ateresztés. A valds membranok csak kozelitik az idedlis viselkedést, a 1épcsd helyett szigmoid
gorbéket kapunk. A membrén ,,j0sdgat” azzal jellemezhetjiik, hogy vagasi gorbéjiikk mennyire all kozel
az idedlishoz, milyen keskeny a részleges visszatartasi tartomany. A szelektiv, meredek vagasi
gorbéket élesnek, a lapos, széthuzddo gorbét diffiznak nevezik (a ,,sharp” és ,diffuse” angol
kifejezések tiikkorforditdsa).
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o Idealis vagasi gorbe

~
\

[~

Eles vagasi gérbe

10° 10* 10° log (moltémeg)

4.3.5.1.1. abra: Vagasi gorbék

A visszatartas-méret gorbe ellapulasat egyrészt a membran heterogenitasa (a porusméret szorasa,
szabalytalan alaku porusok), masrészt a molekulak alakjdnak valtozatossaga okozza. A membran
egyik legfontosabb jellemzdje, a vagasi (cutoff) érték az a molekulatdmeg, amelyet az adott membran
90%-ban (egy régi konvencio szerint 50%-ban) visszatart.

Az ultrasziir6 membranoknal a szelektivitast ismert nagysagu, lehetleg globularis makromole-
kulakkal vizsgaljak. A mért cutoff értékek sajnos nem abszolutak, nagysaguk fiigg egyrészt az
alkalmazott standard anyagoktol és a kozegtél, masrészt idében is valtozik a membran oregedése,
kompaktacidja soran. A forditott ozmozis membranoknal a kalibralé anyag rendszerint natrium-klorid,
ennek visszatartasaval jellemzik az adott gyartmanyt.

A felhasznal6 szamara érdekes jellemz6 adat még a membran permeabilitasa vagy vizértéke. Ez a
tiszta olddszer (ionmentes viz) fluxusa a membranon iizemi nyomason és hémérsékleten, dimenzidja
m*/m*h. Néha a nyomas—fluxus kapcsolat linearitasat kihasznalva m*/m°hbar egységekben kozlik a
vizértéket. Ennél a forménal a kiilonb6z6 nyomasokra kiszamithatjuk a fluxus értékeket, de ismerni
kell a technologiai hatarokat és a hoémérsékletet is.

Az alapvetd mennyiségeket egy tipikus membransziiré berendezés blokkdiagramjan szemléltetjiik
(2. abra).

V., ¢

|
I
V, ¢,

4.3.5.1.2. abra: Membransziiré berendezés folyamatabraja
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A membranszlrésnél a harom folyadékaramot tobbféle néven is emlitik. A betaplalt folyadékot
»feladasnak” vagy angol néven ,,input’-nak szoktak nevezni. Térfogata V,, koncentracidja co. A
membranon 4thaladé anyagot nevezik sziirletnek vagy permeatumnak, térfogata: V, koncentracidja cp.
Végiil a membran altal visszatartott, visszacirkulalé oldat neve koncentratum vagy retentat, térfogata
V, koncentracidja c;.

Altaldnosan hasznalt miiveleti jellemz6 a koncentraciés faktor (CF), amellyel a visszatartott
komponensek betoményitésének mértékét adhatjuk meg.

bevitt térfogat \A

~ Visszatartott térfogat V.

r

A megsziirt, megtisztitott oldat mennyiségére jellemz6 a kihozatal (recovery):

p

permeét térfogat V.
~ bevitt térfogat

Az anyagmérleg segitségével (Vo = Vp + V) felirhato a két mennyiség kozotti sszefiiggés is:

CF=_t_
1-R

4.3.5.2. Koncentrdlas membransziiréssel

Az oldat keringetése soran az olddszer €s a vissza nem tartott komponensek folyamatosan tavoznak a
rendszerbél, ezaltal a térfogat csokken, azaz a visszatartott komponensek koncentracidja novekszik.

V, ¢ V

p C

P

Vi €

4.3.5.2.1. abra: Koncentrdlo membransziirés folyamatabradja
Egy tipikus ultrasziird berendezés felépitését a blokkséma mellett videdn is bemutatjuk. A

rozsdamentes acélbol késziilt féliizemi berendezéshez 1 négyzetméteres sziiréfeliiletli iiregesszal-
membranmodul tartozik.
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FELUZEMI
MEMBRANSZURS

@ BERENDEZES

4.3.5.2.1. video: Féliizemi ultrasziiro berendezés

crer

bemenet = kimenet

Ve, = Ve + Vpcp’

_Voco_VRcR _
c = ——~= % cp =

P |4

p R

A miuvelet tervezésénél, szamitasanal nem ismerjiik az Gsszes koncentracié adatot, de ezeket a
térfogataramokkal is kifejezhetjiik.

A koncentracios faktorral:
CF

"o CF(1o)to

CF(l—G)

= CF(l-0)to

vagy a kihozatallal:

C, =C 1
R 1 _Ro

c —c l-o
P %1-Ro

A koncentralas anyagmérlegét differencialisan felirva

valtozas = bemenet — kimenet

d V,.c

__RER _p_ We, 1—o
dt

ahol W =— av (térfogataram)
dt
A szorzatfiiggvény derivaltjat két tagba irva:
dv, dc
cp+Vy,—2=—-We, 1—0
d " " dt #

Az els6 derivalt helyére behelyettesitve -W -t:
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—WcR-I—VRdstR:—WcR 1—o

de, W
—* = — RO
dt Vi
szétvalasztva a valtozokat:
1
Cp Vi dt V, Vi
integralva a kiindulasi allapottdl a pillanatnyi allapotig:
V, V.
M = _gin E = gln-2
Gy Vi Vz
Cr
In—= =olnCF
Cy
c, = c,CF°®

A koncentralds anyagmérlege tehat egy egyszerli exponencialis kifejezéssel felirhato.

Ellendrizziik a levezetés helyességét gyors fejszamolassal! Vizsgaljuk meg a két szEéls6 esetet, a
teljes és a nulla visszatartast! Teljes visszatartas esetén o = 1, a koncentracios faktor az elsé hatvanyon
a sajat értekét adja vissza, azaz a Cr értékét a térfogatok ardnya adja. Ez Osszhangban van az elsé
anyagmérlegiinkkel. A masik sz€Is6 esetben a ¢ = 0, nincs visszatartas, olyan a helyzet, mintha a
membran ott sem lenne. Barmely szam nulladik hatvanya egy, azaz cg = Cy , @ membran két oldalan a
koncentraciok egyenlék, a membrannak tényleg nincs semmi hatasa az oldott anyagokra.

4.3.5.3. Elvalasztas membransziiréssel

Az elvalasztas, avagy tisztitds a membran szelektivitisan alapul, a membran a kiilonb6z6 méretli
részecskéket kikiilonbozé mértékben tartja vissza. A kiilonbdzd visszatartast az eltérdé o-értékek
szamszerlsitik. Azonos o-értékek esetén az elvalasztds nem valosithatd meg. A koncentralasnal
levezetett Osszefliggéseket az egyes komponensekre felirva kiszamithatjuk a permeat- és retentat
koncentraciokat. Az elvalasztas vizsgalatahoz célszerli a koncentraciok aranyait kifejezni:

&j {& g2
C, R C,

0

&j :[& -
c, ). ¢,

0

Lathatoan a két anyag elvalasztasa akkor hatékony, ha a szigma értékek kozti kiilonbség nagy.

Vizsgaljunk meg egy valos problémat, a sajtgyartdsnal visszamarad6é savd komponenseinek
ultrasziirését! (A koncentracios faktor 7,34, a fehérje és a zsir visszatartasa teljes, a laktdéz és a so
akadalytalanul permeal.)
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4.3.5.3.1. tablazat: _ Sajtgyari savo ultrasziirése

Betaplalt savé Koncentratum Permeatum
Fehérje, % 0,80 5,87 0
Laktoz, % 4,80 4,80 4,80
S6, % 0,70 0,70 0,70
Zsir, % 0,05 0,37 0
Fehérje % /Osszes szarazanyag 12,60 50,00 0
Laktoz % / 6sszes szarazanyag 75,59 40,89 87,27
Fehérje/laktoz 16,67 122,29 0

Az egyes komponensek mozgasa megfelel az eddig targyalt elméletnek. Erdekes tobblet-
informaciét ad viszont a termékek aranyénak véltozasa a sziirés soran. Erdemes megjegyezni, mert
altalanos torvényszeriiség, hogy a permeatum ,.tiszta” abbol a szempontbol, hogy a nagy molekulaja
komponensek (fehérjék) nem jutnak at a membranon, mig a retentat ,,szennyezett” marad, mert a kis
molekuldji komponensek az eredeti koncentracioban megmaradnak.

4.3.5.4. Az ultrasziirés munkavonala

A polarizacios jelenségek tanulmanyozisanal (4.3.3.1 fejezet) lattuk, hogy a létrejovd fluxus
logaritmikusan fiigg az oldat koncentraciojatol:

D, Crotes
J :—ln felleti

\

Couik
emlékeztetésiil: D — diffuzids allando
d — filmvastagsag
Cp — koncentracié a membran feliiletén
Cp — koncentracid a retentat fétomegében.

\Y

J :é;ﬂncp—dncwm)

az egyszeriiség kedvéért konstansokkal felirva:

J, =A-Aln()

Levezettiik, hogy az ultrasziirés soran a retentat koncentracidja aranyos a koncentracios faktorral:
_ o
c;, =C,CF

tehat ha ¢ = 1, az Osszefliggés linearis. A cpyk helyébe behelyettesitve a koncentracids faktort (a co
értékét beolvasztjuk a konstansba):

J, = K, -K, In(CF)

v

Diagramban abrazolva negativ meredekségii, lehajlo egyenest kapunk (1. dbra). Az Osszefliggés
teljesen analog a koncentracio — sziirési sebesség kapcsolattal. Ez a forma jobban hasznalhaté mérnoki
gyakorlatban, mert ez a térfogatokkal teremti meg a kapcsolatot a koncentraciok helyett.
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J, =K, -K, In(CF)

v

szlrletfluxus

In (CF)

4.3.5.4.1 abra: A membransziirés munkavonala

Az abrazolt egyenest nevezik a membransziirés munkavonalanak. A szlirés allapotat az egyenes

egy pontja adja meg, ezt nevezik munkapontnak.

A fluxus a koncentralas kezdetén a legnagyobb (J, = K;), azutan az egyre toményedoé retentatnal a
szlirési sebesség egyre romlik. Szakaszos koncentralasnal tehat a munkapont mintegy ,,végigcsuszik™ a
munkavonalon az elért végso koncentracids faktor értékig. A valtozas soran az Osszetartozo fluxus és

koncentracio értékek szamithatok.

A membranszlrés munkavonala

munkapont o A Koncentralas soran a
Kezdeti szlrési munkapont végighalad
sebesseg a munkavonalon

sziirletfluxus

o
Vegst sziirésl
sebesség

log (CF)

A membranszinés munkavonala

4.3.5.4.1. animacio: A munkapont végighalad a munkavonalon
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Az atlagos fluxus, illetve a sziirési id6 ebbdl az 6sszefiiggésbol viszont nem adhaté meg, ehhez az
alapegyenletet kell differencialis formaban felirni:
A térfogataram:

av

LAY
dt

v

a korabbiakbol:
Jy =L (Ap —An’)

N ALy |1-FTS
dt Ap

az idében valtozd c, koncentraciot kifejezhetjiik az Osszes anyagmennyiséggel (molszam) és a

térfogattal (n=cV).
N AL | 1-RT
dt ApVy

A kapott egyenlet integralasat elvégezve (t = 0 -tol t-ig, V = V, -t6l Vg-ig) az alabbi bonyolult, a
gyakorlati ¢letben nehezen alkalmazhaté formulahoz jutunk:

RTn In V, —RTn/4p
Ap V —RT/Ap

1
AL, 4p

t=

[VO -V +

Sejtmentes fermentlé

szurletfluxus

Teljes fermentlé

In (CF)

4.3.5.4.2. abra: Teljes és sziirt fermentlé membransziirésének osszehasonlitasa

A munkavonalak jol alkalmazhatok kiilonbdz6 alternativak Osszehasonlitasanal, példaul a M26.
abra teljes és szlrt fermentlé feldolgozasat mutatja be. A teljes fermentlé membranra vitele
nyilvanvaldéan olcsobb (a sejtelvalasztds miveletének koltsége megtakarithato), de a fluxus olyan
mértékben csokken, hogy ez a megtakaritas kérdésessé valik.

4.3.5.5. Diasziirés

Diaszlirésnek nevezik azt a membranszirési technikat, amelyben viz hozzdadasaval és sziirlet
formajaban vald elvételével a kis molekulatomegili anyagokat szelektiven eltavolitjak, kimossak az

oldatbol.
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Vii Vr &

VA

4.3.5.5.1. abra: A diasziirés folyamatabraja
Az eddig vizsgalt esetekben a folyadék Ossztérfogata allando volt:

Vo = VR+VP

A diaszlirésnél viszont a retentat korben cirkuléltatott folyadék mennyiségét viz hozzaadasaval
allandé értéken tartjdk. Allandd retentdt térfogat mellett a mivelet kvantitativ leirasa is

leegyszertisodik.
Vo = VR

VP = Vviz
Az anyagmérleg az el6bbiekhez hasonloan:

valtozas = bemenet - Kimenet

d(VgCr)

ot =0-Wc, (1-0)

mivel Vg =V, = allando, kiemelhetjiik a derivaltbol
dc
V, —2 =0-Wc, (1—0)
dt
Szétvalasztassal és integralassal probalkozhatunk

Voj%:—(l—a);[Wdt

w4V

mivel =—
dt

2 dc cdv,
V| —=R=—(1-0)|—2dgr
O(;[ CR ( ),(!. dt
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A jobb oldali integral a bevitt viz térfogataval egyenld.

c V.,
IN=R =—(1-—g)2V2z
nc0 ( J)VO

ey
Cq =Co ;

A levezetés eredményét most is a hataresetek vizsgalataval ellendrizziik. Teljes visszatartas esetén
(nagy molekulatémeg, ¢ = 1):

azaz

CrR=Co

azaz a koncentracio nem csokken. Ez érthetd, valtozatlan térfogatban (Vo = Vg) valtozatlan
anyagmennyiség (egyaltalan nem tud atmenni a membranon) allandé koncentracidt jelent. A Kis
molekulaju anyagoknal viszont (¢ = 0):

u
V,
Cq =Cyet

azaz a koncentracié exponencialisan csokken. A fliggvények abrazolasahoz célszerii dimenzidmentes
valtozokat (cr/Co és Vyi,/Vy) valasztani, igy altalanos érvényil, minden diasziirésre érvényes diagramot
kapunk (2. abra). A V,;,/V, paraméternek van fizikai jelentése is, ez a térfogatcserék szamat adja meg,
azaz hanyszor cseréltiik le a folyadékot a tartalyban. A tartaly kifejezés itt nem pontos, de arra utal,
hogy ismét felmeriil a hasonlosag az idealisan kevert folytonos tartalyreaktor (CSTR) egységugras
zavarasra adott valaszaval (Adszorpcid, 4.2.2.2. alfejezet), ugyanazt az exponencialis valaszfiiggvényt
kaptuk. A kitevd is azonos, a bevitt folyadékmennyiség és a térfogat hanyadosa.

= i cs Vi s zatartas

o teljes wisszatartas

Vyiz/ Vo

4.3.5.5.2. abra: A koncentraciok valtozasa diasziirés soran

A tisztitas mértéke e hatvanyaival kdnnyen szamolhaté, a tablazatbol Kkitiinik, hogy &t
térfogatcserével mar el lehet tavolitani a kis molekulaju anyagok 99 szazalékat is.
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4.3.5.5.1. tablazat: _ Kis molekulatomegii anyagok eltavolitisa diasziirés sordn

VvizNO
1 63,2121
2 86,4665
3 95,0213
4 98,1684
5 99,3262
10 99,9995

A szamok a technika nagy tisztitdsi hatékonysagat illusztraljak. Koncentralds itt nem torténik,
hiszen a retentat térfogata allandd marad, viszont a szennyezOk, pl. sok koncentracidja
exponencialisan csokken. A miveletek természetesen O0sszekapcsolhatdk, a kivant tisztasadg elérése
utdn a vizadagolas leallitdsaval a rendszer minden egyéb valtoztatds nélkiil koncentraloként miikodik
tovabb.

4.35.6. Elvalasztas, tisztitas diasziiréssel

Az eddigiekben csak egy komponens viselkedését vizsgaltuk a diasziirés koriilményei kozott. A
gyakorlati feladatok soran mindig tobbkomponensii rendszerekkel dolgoznak, és az elért tisztitas
mértékére a koncentracidaranyok jellemzébbek, mint az abszolit koncentraciok. A retentdtban marado
koncentraciot két komponensre felirva, majd a két egyenlet hanyadosat képezve

Viiz
[ _ [ . v, (02-01)
C, R C, 0

Az elvalasztas hatékonysagat ez esetben is alapvetden megszabja a retencios tényezok kiilonbsége.
Kis kiilonbség esetén is lehet jo elvalasztast elérni, ha kelléen nagy térfogatii vizet vezetiink at a
rendszeren. Abban az idealis esetben, ha a két komponens visszatartasa a két hatarérték (o =0 és o, =

Tekintsiink at egy elvi példat. Egy 15% fehérjét és 4% sot tartalmazo oldatot diasziirésnek vetnek
ala (05 = 0 €s Ggeherie = 1).

4.3.5.6.1. tablazat: _ Diasziirés hatasa a makromolekulak tisztasdagdra

Vviz —Cs‘i o M
Ctenérjer 70 Csr %0 Cron s s osszes osszes
V, fehérje szArazanyag i
szarazanyag
0 15 4,00 0,27 19,0 79,0
1 15 1,50 0,10 16,5 90,9
2 15 0,54 0,04 15,5 96,8
3 15 0,20 0,01 15,2 98,7

Lathato, hogy a fehérje ,kitisztul”, a retentatban csak a fehérje marad. Ez 1ényeges kiilonbség a
korabban targyalt koncentralashoz képest, ahol a szennyezések megmaradtak.

4.35.7. Folyamatos membransziirés

A membransziird berendezéseknél nem minden esetben alkalmaznak recirkulaciot. Ezeknél a
permeatum és a retentat elvétele folyamatos, ezért is nevezik ezeket nyitott vagy folyamatos
rendszereknek (1. abra).
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VR & Ve o

4.3.5.7.1. abra: A folyamatos ultrasziirés elve
A koncentracios faktor értelmezése is megvaltozik:

aplalt té : W, . .
CF - betapla}lt terf/ogatara,lm _Wo _ itands
koncentratum térfogataram W,

A folyamatos mikddésnél rovid tranziens szakasz utan beall az allandosult allapot, amelynek
paraméterei hosszabb id6 elteltével is alig valtoznak, akkor is csak a membran ,0regedése”
kovetkeztében. A folyamatos membranszliré berendezések miitkodése munkavonalon is jol
értelmezhetd. Az allando retentatoldali koncentracido allandé fluxust jelent, igy a folyamatos
miikddésnél a munkapont nem vandorol, hanem a munkavonal egy adott helyén stabilizalodik.

Ez viszont azt is jelenti, hogy a kivant koncentraciéra vagy koncentracios faktorra kell allitani a
munkapontot. A végsé értékekhez viszont a legkisebb fluxus érték tartozik, a sziirés lassi. A szakaszos
elvalasztasnal viszont legalabb a folyamat elején nagy a sziirési sebesség.

A sziirés gyorsitasa érdekében folyamatos ilizemben célszeri a koncentralast tobb lépésben
elvégezni, és az elsd Iépésekben a nagy oldoszerfluxus eldnyeit kihasznalni. Haromfokozata
toményitést mutat be a 2. abra és az animacio.

4.3.5.7.2. abra: Haromlépcséds ultrasziirés semdja
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TOBBLEPCSC
ULTRASZURC

MERETEZES

3z spong [W][0]w] o [

4.3.5.7.1. animdcio: Tobblépcsds ultrasziirés méretezése

A munkapontok koordinatai mutatjak, hogy az elsé fokozatban még nagyobb szlirési sebesség
érhetd el, a késdbbiekben ez csdkken. Azonos koncentralasi lépésekre bontva a folyamatot két fokozat
esetén

CF, =/[CF

0Osszes

CFl = \3fCFosszes

harom fokozat esetén

koncentracios faktorokat lehet beallitani.

Az els6 lépések fluxusa 25-40%-kal nagyobb, mint az egyfokozatii rendszerek atlagos sziirési
sebessége. Egy ipari berendezés kiilonb6z6 kapcsolasaival kapott adatokat foglalja Ossze az 5.
tablazat. A sziiréfeliilet megosztasaval a folytonos elrendezés kapacitasnovekedést eredményezett, de
az Osszehasonlitasbol kitlinik, hogy barmennyire is elonyds a tobbfokozati rendszer alkalmazasa, a
szakaszos miikodés versenyképes, sot ebben az esetben jobb megoldds. A mérések elvégzéi nem
vették figyelembe, hogy az elvett permeat altal okozott térfogat(aram)csdkkenés miatt a masodik és a
harmadik fokozatban kisebb membranfeliiletre van sziikség, mint az els6ben, dacara a lassul6 sziirési
sebességnek. Erdekes lett volna kimérni pl. egy 80 + 60 + 40 négyzetméteres haromfokozatl rendszer
hatékonysagat.

4.3.5.7.1. tablazat: _ Sajtgyari savo koncentralasa 35%-ra 180 egyforma sziirofeliiletii
modulbol allo ultrasziiré berendezésen

Fokozatok szama Modulok szama Kapacitas tonna/nap Szazalék
1 1x180 308,6 100
2 2x90 376,5 122,0
3 3x60 39,4 128,5
szakaszos 1x180 431,2 139,8

4.3.6. A membranok jellemzdi

Az eddigiekben els6sorban a membran segitségével végrehajtott miiveletre koncentraltunk, maga a
membran a hattérben maradt. Definidltuk a membran vagési gorbéjét, vagasi értékét, jellemeztiik
pérusmérettel, vizértékkel és hidraulikai ellenallassal, de anyagardl, szerkezetérdl, gyartasarol nem
esett sz0.

4.3.6.1. Membranok csoportositasa

Az elsé besorolasi szempont a membranok szerkezete. Eszerint megkiilonboztethetiink izotrop €s
anizotrop membranokat. Ezek a jelz6k a membran porozitasara vonatkoznak: az izotrop membranok
anyaga ¢és porozitasa minden iranyban egyforma, mig az anizotropoknal a membran kettd vagy tobb
rétegbdl all. Az elvalasztas a legfelsd, legkisebb pérusméretii rétegben torténik, az alatta 1évo,
nagyobb porusokat tartalmazo anyag szerepe az el6z6 mechanikai megtamasztasa, a szlirlet elvezetése.
A gyakorlatban a legtobb membran anizotrop, az elvalasztas egy vékony, gyakran csak mikrométeres
vastagsagl ,,béron” torténik. Mivel a membransziirés abszolut, méret szerinti elvalasztas (ellentétben a
tolteten vagy szirérétegen végbemend mélységi vagy statisztikus sziiréssel), a szliréelem (azaz a
membran) vastagsaga nem befolyasolja az elvalasztas mindségét, tehat elegenddé egy minimalis
vastagsagu, filmszer(i bevonat valamely hordozo feliiletén.
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, , , AKTIV RETEG (BOR)
KENYSZERARAMLAS (0,1-5 MIKRON)

v i
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A
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100 - 500 MIKRON

MAKROPORUSOS HORDOZO

< SZURLETARAM

4.3.6.1.1. dbra: Anizotrop membran metszete

A hordoz6 + aktiv réteg szerkezet felismerheté a membranokrol késziilt elektronmikroszkopos
felvételeken is (2. abra).

4.3.6.1.2. abra: Uregesszdl-membran keresztmetszete, belsd feliiletén az aktiv sziiréréteg
(katalogusfoto)

Ha a membran rétegei eltéré anyagbol késziilnek, akkor beszélink Osszetett vagy kompozit
membranrdl. A lehetséges kombinacidk kore igen széles, szinte valamennyi polimerbdl készitettek
mar membrant a celluloz-acetattol a teflonig. A hagyomanyos szénalapu polimerhartyat szinte barmely
hordozora fel lehet vinni, de el6fordulnak teljesen szervetlen rendszerek is, pl. fémoxid bevonat
szinterelt keramian.
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4.3.6.2. Membranok eldéallitisa

A membranok klasszikus alapanyaga a regeneralt celluloz. Az eljaras gyakorlatilag a celluléz oldat
bevitelébol, majd adott formaban valo kicsapasabol all. Manapsag mar szinte minden ipari jelentdségii
polimerbdl gyartanak membranokat. A tendencia az egyre ellenallobb, magasabb hémérsékleten és
extrém pH-értékeken is hasznalhatd membranok irdnyaba mutat. Eldallitottak mar membranokat
teflon, poliszulfon, poliakrilnitril, PVC, poliészter, polietilén, polipropilén alapanyagbdl. Ebbe az
iranyba mutat a keramia-, illetve fémalapti membranok fejlesztése.

ki a részletekre, csak felsorolunk néhany lehetdséget.

Az oldott polimerek Kicsapasara tobb ut is kinalkozik. Legelterjedtebb a vizes kicsapas, amelynél
a polimeroldatot vékony rétegben vizfiirdébe engedik, ahol is az kicsapodik. Ez a mddszer lap-, cs6-,
és liregesszal-membranok eldallitasara egyarant alkalmas. Illékony olddszerben oldott polimerek
esetében a feliiletr6l elparolgd oldoszerbdl filmréteg marad vissza. Kicsapddas, filmképzés
végbemehet hiités hatasara is.

Membranokat el6 lehet allitani szinterezéssel (porkohaszati uton) is, igy késziilnek a keramia- és
fémalapu sziirétestek, de a modszer alkalmazhaté teflonra is. A klasszikus milanyagformalo
miiveletekkel, extrudalassal ill. huizassal is 1étrehozhatunk membranokat.

Az igy létrehozott membranok altalaban mar megfeleld porusmérettel, illetve diffuzids
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Bizonyos esetekben azonban a porusokat utdlag hozzak létre a
folyamatos rétegen. Ennek eszkoze lehet:

— nyujtas (a hazoerd iranyaban szamtalan kis szakadas jon létre, ezek a porusok kozel azonos

méretiiek, de nem kor keresztmetszetiiek)

— lézersugaras perforalas

— bombazas elemi részecskékkel (a besugarzas kovetkeztében Iétrejott szerkezeti hibakat

maratofiirdében tagitjak porusokka).

4.3.6.3. Membranmodulok

A membranokat a legritkdbb esetben hozzdk forgalomba Onmagukban ,méterre” vagy
Lhégyzetméterre” (bar kivansagra igy is szallitanak), hanem felhasznalasra kész, ,,Szerelt” formaban, a
berendezésekbe azonnal beépithetd egységben. Ezek a hordozdval, tavtartokkal, csatlakozokkal,
burkolattal ellatott cserélhetd egységek az in. membranmodulok. Fobb kialakitasi tipusaik:

Lapmembranok: A kicsapott, huzott, hengerelt sikmembranok kozvetlen forgalomba hozatala a
membrangyartas elsé idészakara volt jellemz6. Megfeleld berendezésben akar tobb méter szélességben
lehet végtelenitett membrant eldallitani, amit aztdn a konstrukcié igényeinek megfeleléen szabnak
méretre. A siklapokat ritkdn hasznaljak egymagukban, de pl. egyrétegii sziirdket alkalmaznak a
bakteriologiai sziirdkben, kisebb folyadékmennyiségek sterilre sziirésé¢hez. Az ilizemi méretli
berendezésekben szamos keretbe foglalt membrant helyeznek el parhuzamosan, egymastdl néhany
milliméteres tavolsagra. Az elrendezést keretekkel és kozbeillesztett mlanyag tavtartd halokkal
rogzitik. A kozdarabok mintazata és bordainak kialakitdsa szabja meg az aramlasi képet, amely
befolyasolja a polarizacios jelenségek kialakulasat. A membranelemek Osszekotése a klasszikus
keretes szlir6prés felépitéséhez hasonléan valosul meg. A siirtin egymasra helyezett membranok révén
nagy szlrofeliiletet lehet elhelyezni egységnyi térfogatban.

Membranok
Retentat \ )

— i 1] & )(/ ki ‘
Betéplalas ‘Tavtarts!

4.3.6.3.1. abra: Keretes sikmembranok
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4.3.6.3.2. abra: Keretes membransziiré (katalogusfoto)

Tovabb novelhetd a beépitett feliilet, ha a sikmembrant harmonikaszertien hajtogatjak.
A lapok kozotti sziik térben az aramlas laminaris, turbulens aramlast létrehozni gyakorlatilag
lehetetlen. A polarizacios jelenségek hatdsat éppen az dramlo rétegek vékonysaga csokkenti, a sziik
térben csak vékony diffuzios hatarréteg tud kialakulni, igy rovid lesz a diffuzids Githossz.
Ezek a rendszerek eltomoddésre hajlamosak, csak kis szarazanyag-terheléssel hasznalhatok.
Elény, hogy a membran sériilése esetén csak egy, viszonylag kis feliiletii lapot kell kivenni, kicserélni,
a tobbi elem tovabb hasznalhato.

Spiralmodulok: Voltaképpen a lapmembran-konstrukciobol szdrmaztathatok olyan modon, hogy a
sikmembrannal alkalmazott szendvicsszerkezetet (membran, elvezetd réteg, membran, tavtartd réteg)
egy csore feltekercselik. A két lapmembranbodl kialakitott ,,zsak” vagy ,,boriték” kiilsé feliiletén
aramlik a feladott folyadék, a tekercs tengelyével parhuzamosan; a belsejébe behatolé permeatumot a
beépitett réteg spiralis uton a kdozponti cs6be vezeti. A lapok kozott kialakulon dramlasi kép hasonlo az
elébb targyalthoz. A tekercselésnél jelent6s mechanikai fesziiltségek lépnek fel, ezért ellenalld
anyagokat kell valasztani. Az egységnyi térfogatba beépithetd sziiréfeliilet még nagyobb, mint a
lapmembranmoduloknal. A szlirési paraméterek is kedvezok, az egyediili hatrany, hogy sériilés,
membranszakadas esetén az egész modult, a beépitett tobb négyzetméternyi aktiv feliilettel ki kell
cserélni.

Permeatum

Betaplalas - Permeatum

Retentatum

Membranzsak )
Permeatumelvezeto réteg

Retentatumelvezeté réteg

4.3.6.3.3. dbra: Spiralmodul belsé felépitése
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A modulok masik nagy csoportja csd alaki membranokat tartalmaz, ezek atmérdjiik szerint
csoportosithatok.

Csémembranok: A legnagyobb atméréjliek, belméretiik jellemzéen 12-25 mm (0,5-1 inch).
Léteznek belsd ¢€s kiils6 merevitésiiek, az alkalmazott nyomas iranya szerint. Az elébbieknél mar a
gyartasnal a tdmasztoréteg feliiletére viszik fel a membran anyagét, az utdbbiaknal a kész, huzott
membrancsore tekercselnek fel iivegszalas erdsitést. A modulok felépitése a cs6koteges hdcseréldre
emlékeztet, az egy modulba épitett csovek szdma 6-20 kozott valtozik. A csdszerli kiképzés nagy
eldnye, hogy a membran feliiletén turbulens aramlast is 1étre lehet hozni, ezaltal minimalizalhatok a
feliileti polarizacios jelenségek. A csovek tisztitdsa is egyszerli, hatrany viszont a nagy helyigény.

Betaplalas
)

4.3.6.3.4. abra: Csémembranok elrendezése

Retentat Mosocsonk

Permeatum Betaplalas

4.3.6.3.5. abra: Csomembranmodul — analog a csékoteges hicserélovel

Uregesszal- (hollow fiber) membranok: A fajlagos feliilet a méret csokkentésével novelhetd, azaz
vékonyabb csoveknél nagyobb. Igy jutunk el az iireges szalakhoz, amelyek belsé atméréje csak 0,5—
1,5 mm, a csé makardnira vagy szivészalra emlékeztet. A falvastagsdg 100-200 mikrométer, a fal
altaldban nem tartalmaz kiilon mechanikai hordozoréteget. A membran anyaga és az extrudalas
technoldgiaja biztositja a megfeleld szilardsagot. A szal maga hajlékony, mint egy gumicsé, de a két
végpontja be van fogva, igy nem mozdulhat/hajolhat el a modulon beliil. A szalak kissé¢ szabalytalan
rogzitését (ragasztasat) szemlélteti a 6. abra.

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu



../9-Szószedet/SZÓSZEDET.doc
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4.3.6.3.6. dbra: Szétszerelt tiregesszal-ultrasziiré modul

Egy modulba akar tobb szaz szalat kotegelnek parhuzamosan, igy a sziiréfeliilet/térfogat arany
igen kedvez0.

Néhany membranmodult videén is bemutatunk.

MEMBRANSZUROK

——

4.3.6.3.1. video: Membrdanmodulok

microzam

M ICROFILTRATION

by MODULE , o
PART N0  wusp-543 |
S w0 050680105 ﬁJ

\'-. s
v

- CORPORATION

."

4.3.6.3.7. abra: Nagymeéretii iiregesszal modulok sejtek kisziirésére
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Mikrokapillaris membranok: Késziilnek hajszalvékony csémembranok is, ezek jellemzo bels6
atméréje 5-20 mikrométer, falvastagsdga 10 mikrométer koriili. Egy modulba akar tobb tizezer vagy
akar milli6 kapillarist is beépitenek. Mivel belsejiikben a nyomasesés nagy, az aramlasi sebesség kicsi,
emiatt csak specialis célokra alkalmazzak ezeket. Ilyenek pl. a mliveseallomasok dializal6 moduljai. A
kapillarisok mesterséges ,,hajszalerekként” miitkodnek, a folyamat hajtoereje a koncentraciokiilonbség
és nem az lizemi nyomas.

Gyartanak még sokféle, a fenti csoportositasba be nem sorolhatdé modult is. Ezek koziil érdemes
megemliteni a keramiamodulokat. Ezek egy szinterelt keramiahasabbdl allnak, amelyben
parhuzamosan csOszerii, hengeres vagy szogletes jaratok futnak. Az elvalasztas a jaratok belso
feliiletén kialakitott vékony, sziikebb porusti keramiarétegen torténik. A makropodrusos testet durvabb
szemcséjii porbol, az elvalasztast végzo aktiv réteget nagyon finomra 6rolt porbdl alakitjak ki (8.
abra). A permeatum a keramiatest porusaiban vandorolva a hasab kiils6 feliiletén jelenik meg.

SO um

16rm ¥1.00808

4.3.6.3.9. abra: Szinterezett nikkelmembran elektronmikroszkopos képe
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A szinterezett keramiahasabokat (10. abra) rozsdamentes acélbdl készilt hazba szerelik, ez
hordozza a be- és kivezeté csonkokat és ez gylijti Ossze a keramia feliiletén megjelené permeatumot
(11. abra).

4.3.6.3.10. abra: Keramia membrantestek (katalogusfoto)

4.3.6.3.11. abra: Hazba épitett keramia membransziirék (katalogusfoto)
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4.3.7. Uzemkézi membranvizsgalat. Buborékpont meghatdrozdsa

A membranok targyalt jellemzoit (poérusméret, vagasi gorbe, vizérték) altalaban a gyartd vizsgalja meg
¢és adatait a katalogusokban vagy a szallitott tétellel egyiitt kozli. A felhasznalot elsdsorban az érdekli,
hogy a hasznalt membran képes-e még hozni a kezdeti adatokat vagy technologiai modositasra, esetleg
cserére van sziikség. Az ilyen jellegli lizemkozi vizsgalatok két paraméterre szoktak kiterjedni: — a
vizértékre és — a sériilésekre (integritasvizsgalat).

A technoldgiai paraméterek hatdsanak vizsgalata sordn targyaltuk, hogy a membran hasznalata
soran Oregszik, tulajdonsagai romlanak. A legnagyobb mérvii valtozasok az elsé féloraban észlelhetok,
azutan a paraméterek viszonylag allandosulnak. A membrén vizértékében irreverzibilis valtozasokat
okoz a fehérjék adszorpcidja. Mar viszonylag rovid kontaktus fehérjeoldatokkal jelentds csokkenést
eredményez a fluxusban. Ennek vizsgalata azonban egyszerli kobozéssel megoldhatdo, nem is
targyaljuk részletesen.

A membranok épségének vizsgalatara alakitottak ki az un. buborékpont-meghatarozast. A modszer
els6sorban hidrofil, mikroporusos membranokndl hasznalhato, de viz helyett izopropanolos
nedvesitéssel alkalmazasi kore szélesithetd. A vizsgalat alapelve az, hogy ha egy telt kapillarisbol
gaznyomassal szoritjuk ki a folyadékfazist, a nyomas és a kapillaris atmérdje forditottan aranyos
egymassal. Az dsszefiiggés jol értelmezhetd a feliileti fesziiltséggel (1. abra).

Levegd
|zopropanol

4.3.7.1. abra: A gaz-folyadék hatarfeliilet kapillarisban

Az er6egyensuly:
nyomoero = feliileti fesziiltség ereje

d’r
plevegé T = dﬂ N Cos
Ebbdl:
4~ cos o
plevegé = T

ahol  Pievegs  — a rdadott nyomas
d — poérusatmérd
vy — afolyadék feliileti fesziiltsége
o —nedvesitési szog.
Ebbdl az kovetkezik, hogy ha fokozatosan noveljiik a gdz nyomasat, akkor elsdként a legnagyobb
atmérd6ju porusbol szorul ki a folyadék, tehat az attdrési nyomas (buborékpont) jellemzo a legnagyobb
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porus méretére. Ennek segitségével vizsgalhatjuk az ép membran poruseloszlasat, illetve az esetleges
hibak, sériilések jelenlétét. A mérés gyakorlati kivitelezésénél az athatold gaz térfogataramat
vizsgaljak a nyomas fliggvényében (2. abra).

Buborékpont,
attorési nyomas

|

Térfogataram

Nyomas

4.3.7.2. abra: A buborékpont meghatdrozas térfogataram-gorbéje

A gaz térfogatarama kis nyomasoknal sem nulla, mivel egy lassu diffuizids transzport miikodik. Ez
adja a gorbe also, linedris szakaszat. Ennek meredeksége nem fiigg a porusmérettol, csak a membran
feliiletétol. A buborékpontban a gorbe torést mutat, hirtelen emelkedni kezd, ez mar tényleges aramlés
egy kapillarison keresztiil, amit a Hagen—Poiseuille-egyenlettel irhatunk le.

A buborékpont-meghatarozast elsésorban olyan technologidknal hasznaljak rendszeresen, ahol
minimalis mennyiségli ateresztett szennyezés sem engedhetd meg (pl. gyogyszeripar, steril sziirések
sth.).

4.3.8. Szampélda a membranmiiveletek anyagmérlegeihez

1. példa. 1000 liter 4%-os fehérjeoldatot ultrasziiréssel koncentralnak olyan moédon, hogy 800 1
permeatum keletkezik. A membran visszatartasa az adott fehérjére teljes.

A) Mennyi a koncentracios faktor értéke?

B) Mekkora lesz a koncentracioé a retentatban?

C) Hogyan alakulnak a koncentracioviszonyok, ha a fenti oldat 1%-nyi sot is tartalmaz?

1. megoldas.
A) A koncentracios faktor:

B) Teljes retencio esetén a ¢ értéke 1, a sliritmény koncentracidja pedig
Cr =C,CFC =4%:5' =20 %.
C) A s6 akadalytalanul halad 4t a membranon (o= 0), a sokoncentracié tehat nem valtozik.
Cq = C,CFC =1%-50 =1%
A koncentraciok aranya az ultrasziirés megkezdése el6tt

Crenerie 4%
Cs 1%
befejezése utan:
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Cfehérje _ 20% _

=20
c 1%

s6
Azaz a koncentralas mellett jelentds mértékii tisztitas is megvalosult.
4.4. Kicsapas, kristdlyositds

A koncentralé miveleteknél a viz eltdvolitdsdnak bevalt modja, hogy a célterméket atvissziik egy
masik fazisba. Ha az oldatot tultelitetté tessziik, akkor az oldott anyag szilard fazisként kivalik,
elkiilonithetd lesz az olddszertdl és az oldott szennyezésektdl (anyaltig). Ha a kivalt szilard anyag
rendezett, kristalyos szerkezetli, akkor kristalyositasrol, ha pedig amorf, rendezetlen szerkezetii, akkor
csapadékképzésrol beszéliink. A két miivelet leirdsa nagyon hasonlit egymadsra, helyiik a feldolgozasi
miuveletsorban mégis kiilonb6z6é. A csapadékképzést inkabb a koncentrdlé miiveletek kozé soroljuk
be, mert a viztdl vald elvalasztasra alkalmas. A kristalyositas soran viszont jelentds mértékii tisztitas is
végbemegy, ezért sokkal inkabb a végtisztitas fazisaba illeszkedik. A kiilonbség oka az, hogy a kivalo
csapadék a maga rendezetlen szerkezetével sok szennyezést kot meg és visz magéval, de kristalyosités
soran az épild kristalyracsba csak egyféle, azonos molekuldk épiilhetnek be. A hibatlan racsu
egykristaly gyakorlatilag szennyezésmentes, homogén anyag. A kristalyok csak zarvanyaikban, illetve
feliiletiikon hordoznak szennyezéseket. Ez utobbi a kristalyok moséasaval csokkenthetd.

Kiilonbség van a taltelités 1étrehozasdnak modjaban is. A kristalyositasnal tilnyomorészt beparlés
utani hiitést alkalmazzak, a kicsapasnal viszont ez ritka. Sokkal inkabb valamilyen anyag (kicsapdszer)
hozzaadasaval érik el az oldhatdsag csokkenését. Az oldhatdsag csokkentésének kézenfekvé modja az
olddszer (adott esetben vizes kdzeg) polaritasdnak megvaltoztatdsa. A polaris molekuldk a polaris
oldoszerekben oldddnak jol, az apoldris jellegiiek inkabb az apolaris folyadékokban (1d. Extrakcio). A
viz dnmagéban egy nagyon polaris oldoszer, de polaritdsa mindkét irdnyban valtoztathatd. Szerves
olddszerek (alkoholok, aceton) hozzaaddsaval csokkenthetd, sok beoldasaval novelhetd (Id. vizes
kétfazisu extrakcio).

Mindkét miivelethez kapcsolddik a szilard fazis kivaldsa utan egy fazis-szétvalasztasi 1épés. A
kivalt anyagot a mar targyalt szilard-folyadék elvalasztasi miiveletek (sziirés, iilepités, centrifugalas)
egyikével kiilonitjiik el az anyalugtol.

A két miiveletet hasonlosaguk miatt egymas mellett, egy alfejezetben targyaljuk. Ezzel némiképp
megtorjiik a tananyag felépitésének logikajat, amely a feldolgozadsi miiveletsor egymasra épiilését
koveti, de igy ez az anyagrész konnyebben érthetd és tanulhatd, mintha elkiilonitve, egymastol tavoli
alfejezetekben kertiilne kifejtésre.

4.4.1. Csapadékképzés

Amorf csapadékot altalaban a makromolekulak (fehérjék, poliszacharidok), illetve erdsen apolaris
anyagok (pl. szteroidok) képeznek, a kis molekuldkat konnyebb kristdlyosodasra birni.
A kicsapodast 1étrehozhatjuk:

— az olddszer polaritdsanak megvaltoztatasaval (kisozas, oldoszeres kicsapas)
— a homérséklet megvaltoztatasaval (emelésével vagy csokkentésével).

A csapadékképzésnél gyakran fellépo probléma, hogy a csapadékba vitt anyag nem oldhat6 vissza,
illetve elvesziti a biologiai aktivitasat. Ezt a mivelet kidolgozasanal, fejlesztésénél és lépték-
novelésénél minden 1épésben ellendrizni kell.

4.4.1.1. A pH hatésa

A kicsapasra kerlilé anyagok kozott kiilon figyelmet érdemelnek a fehérjék, illetve mas, ionos

~~~~~~

csapadék kialakitasanal az a cél, hogy az oldott molekuldkat Osszetapasszuk, szilard fazisba
tomoritsiik. A toltéssel rendelkezé molekulak viszont azonos toltésiilk miatt taszitjdk egymast, igy
nehéz ezeket érintkeztetni. Ha sikeriil megsziintetni a toltést, akkor a molekuldk taladlkozasa gyakran
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végbemegy, a kivalas folyamata megindul, illetve felgyorsul. A toltés csokkentésére alkalmas modszer
a pH megvaltoztatasa.

Gyenge savak és gyenge bazisok esetében a disszocidcié visszaszoritasa erds savval illetve
bazissal az ionos jelleg megsziinését okozza — ahogy ezt az Extrakcid fejezetben levezettiik. Az
ikerionos molekuldknal mas a helyzet. Ezek tobb, ellentétes toltésii ionizalhatd csoportot tartalmaznak.
A fehérjéknél példaul ionos jellegi a karbonsav- és amino-lancvég szabad csoportja, illetve az
aminosavak oldallancain talalhaté savas (Asp, Glu) és bazikus (Lys, Arg, His) funkcids csoportok.
Savas kozegben a bazikus csoportok nitrogénjei protondlodnak, kationossa valnak, mig a karbonsav
Magas pH-értékeknél, lagos kozegben forditott folyamat jatszodik le. Az aminocsoportok elvesztik
protonjukat, ezzel pozitiv toltésiiket, a savas csoportok viszont disszocialnak, és anionos formaba
mennek at. A molekula 6ssztoltése negativva valik. A két sz€ls0ség kozott folyamatos az atmenet, és
1étezik egy olyan pH-érték, ahol a fehérjemolekula eredé t6ltése éppen nulla. Ez nem azt jelenti, hogy
minden atomcsoport elvesztette a toltését, hanem a jelenlévé pozitiv €s negativ toltések éppen
kiegyenlitik egymast. Ezt a pH-értéket nevezziik az adott fehérje izoelektromos pontjanak (1. abra).
Az egyes fehérjék izoelektromos pH-ja kiilonb6z6, az adott anyagra jellemzo érték.

+

A fehérje toltése

|zoelektromos pont

0 pH

4.4.1.1.1. abra: A fehérjék toltése a pH fiiggvényében

A toltés megsziinése a fehérjemolekuldk kozotti taszitderok megsziinését is jelenti. Kdnnyebb a
molekuldkat 6sszehozni, 0sszetapasztani, csapadékot képezni. Emellett az ionos csoportok eltliinése a
toltések koré rakddo hidratburok eltiinését is jelenti. Hidratburok nélkiil pedig a fehérjék oldhatosaga
csokken. Altalanos jelenség, hogy a fehérjék oldhatdsaga az izoelektromos ponton minimalis (2. abra).

Oldhatésag
2 g8 B
= =

-3 3
——

pH

4.4.1.1.2. abra: Fehérje oldhatosdaga a pH fiiggvényében
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Mindebbdl az kdvetkezik, hogy barmelyik kicsapasi modszert is valasszuk ki a késobb felsoroltak
koziil, a pH-értéket célszerli az izoelektromos pontra allitani, ekkor lehet a legkevesebb kicsapdszerrel
a fehérjéket a leghatékonyabban levalasztani.

4.4.1.2. Oldoszeres kicsapas

Vizes oldathoz elegyedd szerves olddszert (alkohol, aceton), esetleg poli-etilénglikolt (PEG) adva, az
oldoszer polaritasa csokken. A jelen 1évo fehérjék koziil az apolarisabb molekulak oldhatosaga javul, a
polaris jelleglieké viszont romlik, ezek kicsapddasara szamithatunk. Fokozatos oldoszeradagolas
esetén az egyes fehérjék polaritasi sorrendben valnak le, ezzel elvalasztasuk is megvaldsithato.

Az oldoszer-viz elegyités forditott iranyban is végrehajthatd. Szteroidok, vagy egyes rosszul
old6do antibiotikumok alkoholos oldatabdl viz hozzaadasaval le lehet valasztani az oldott anyagokat.

Az oldoszeres kicsapas soran célszer(i szem elGtt tartani néhany alapelvet.

Célszerii a mliveletet alacsony hémérsékleten végezni, mert:

— alacsonyabb homérsékleten kisebb az oldhatosag, ezaltal tobb anyag valaszthato le
— hidegen lelassulnak a bomlasi reakciok, kisebb a denaturalodas mértéke.

A hémérsékletet akar 0 °C ala is csokkenthetjiik, mert az oldoszer-viz elegyek fagyaspontja
alacsonyabb, mint a vizgé.

Célszeri az ionerdsséget alacsony értéken (0,05-0,20) tartani. Az oldott sok ugyanis novelik az
oldat polaritdsat, azaz pont ellentétes hatast fejtenek ki, mint az oldoszeradagolas. Valamennyi sora
sziikség van a pufferhatds miatt, hiszen be kell allitani az izoelektromos pH-t, de a puffer molaritdsat
lehetdleg kis értékre allitsuk be.

A tobbkomponensii fehérjeoldatok nem viselkednek idealis oldatokként, a molekulak kozott
kolesonhatasok 1épnek fel. A legegyszeriibb modell szerint a fehérjemolekuldk versengenek egymassal
a hidratburokért, ezaltal csokkentik egymas oldhatosagat

Az oldoszeres fehérje kicsapasra klasszikus ipari 1éptékii példa a vérplazma-fehérjék Cohn-féle
hideg etanolos frakciondlasa (1946). A véradoktol begytijtott vér sejtmentesitett feliiliszojat dolgoztak
fel, az alkoholtartalom és a pH 1épcsOs valtoztatasaval valasztottak szét a vér fehérjéit. A pH-t 4,8 és
7,2 kozott, az etanol koncentraciot pedig 8—40% kozott valtoztattak, az anyagot mindvégig -2 és -
10 °C kozott tartottak. Az eredeti hideg etanolos eljarast tobben tovabbfejlesztették (3. abra), de a
csapadékképzési 1épések egy részét csak évtizedekkel késObb, a kromatografids eljarasok toké-
letesitése valtotta ki.

_» 40 V4 S e—— V- 4 - 40 Choessssssnsnss IV
= b
= el
H E
g g
pr fro
30 304
n=m
+
204 20
V-1
% —] 2N
0 0
1 . 1
Cohn 6 (1946) Kistler/Nitschmann (1962) \
5 6 7 pH 5 H 7 pH

4.4.1.2.1. abra: Etanolos vérplazma frakciondlasi eljardasok
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4.4.1.2.1. tablizat: | [NGDIGEAR A Cohn-frakcick adatai

Frakcié Etf;(r)‘o' oH Kicsapott fehérjék
| 8 7,2 | Fibrinogén, Faktor VIII, Fibronectin, Komplement komponensek
-1 25 6,9 1gG, IgA, IgM, Faktor 11, VI, IX, X, globulinok
V-1 18 5,2 a- és B-globulinok, AT-III, al-antitrypsin, IgM
V-4 40 5,8 a- és B-globulinok, transferrin, ceruloplasmin, haptoglobin
\% 40 4,8 Albumin (o- és B-globulinok)

A Cohn-frakcionalas soran mindjart az els6 frakcioban megjelenik a VIII. faktor, a véralvadashoz
nélkiilozhetetlen fehérje, amelynek hidnya az orokletes vérzékenységek nyolcvan szazalékat okozza.
Ezek a paciensek a normalis véralvadas fenntartasa érdekében hetente VIII factor injekciora szorulnak.
Az 6todik, utolsé frakcidban jelenik meg legnagyobb tomegii komponens, a human szérum albumin.
Ez a fehérje felelos a vér ozmotikus egyensulyaért, pufferold hatasa is van, vérveszteség esetén ennek
a komponensnek a potlasa a legfontosabb.

Az etanolos frakcionalasnak tobb, még ma is értékelhetd elénye van mas eljarasokkal szemben:

— egyszerl, olcs6 anyagok és berendezések sziikségesek (puffer, alkohol, hiitékdpenyes tartalyok)
— sokszorosan ellendrzott, elfogadott eljaras (1946 o6ta hasznaljak)

— 1éptéknovelheto ( a legnagyobb lizem egy tételben 2500 liter vérplazmat dolgoz fel)

— a folytonositas nehezen valosithatdé meg a csapadékok centrifugalasanak ciklikus miivelete miatt
— a befert6zodés veszélye kicsi a jelenlévé alkohol és az alacsony hémérséklet miatt.

Ne hallgassuk el ugyanakkor a hatranyokat és nehézségeket sem:

— nagy mennyiségii nagytisztasagu alkoholt hasznal fel, ennek regeneralasa és tisztitdsa sok
energiat igényel

— az alkohol hataséra a fehérjék egy része denaturalddik, a csapadékbol nem lehet visszaoldani,
emiatt egyes anyagokra rossz a kihozatal

— az eléallitott termékekben nyomokban sem maradhat alkohol, el kell tavolitani. Ez kiilon
miveletet jelent (liofilizalas, beparlas (nagy vakuumban, esetleg filmbeparldval), ultrasziirés,
gélkromatografia)

— a folyamat minden berendezését (tartalyok, centrifugak) folyamatosan hiiteni kell, ez nagy
energiaraforditast igényel.

4.4.1.3. Kicsapas séadagoldssal (kisozas)

A fehérjék kicsapasa, illetve frakcionalt kicsapasa régota ismert, klasszikus elvalasztasi mivelet. A
tomény sooldatokban egyes fehérjék rosszabbul oldédnak, mint a vizben, és a sdkoncentracid
novelésével kicsapodnak.

A kisozas folyamatanak leirasara tobbféle megkozelitést is kidolgoztak. Mindegyik modell
Osszhangba hozhato kisérleti eredményekkel, hasznalhato kvantitativ leirasra. Ezek koziil harmat
mutatunk be roviden.
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Az oldoszer polaritisanak novekedése csokkenti az apolaris fehérjék oldhatdsagat. A
mechanizmus ellentétes az olddszeres kicsapassal, ahol a polaritas csokkent és a polaris
fehérjék csapodtak ki. A polaritas novekedése az ionerésséggel hozhatd kapcsolatba.

A hidratburok elvonasa csokkenti a fehérjék oldhatosagat. A hozzaadott sok ionjai nagy feliileti
toltéssiiriségiik révén sok vizmolekulabol allo hidratburkot vonzanak maguk koré, ezzel a
fehérjék hidrataltsaga csokken, ami az oldhatdsdg csokkenésével jar. Ennél a modellnél az
ionok anyagi mindségét is szamitasba kell venni, nem elegendd az eredd ionerdsség.

A fehérjék ionparokat képeznek a s6 ionjaival. A kationos csoportok a s6 anionjaval, a
karbonsavcsoportok pedig a sok kationjaval. Ennek az ionparkomplexnek a képzddése és

.....

szorzat:

K = [fehérje] [NH4] " [S 04] m

ahol n és 2m sztdchiometriailag a fehérje ionizalhatd csoportjainak szamat jelentik. A séionok

crcr

koncentracigja csokken, azaz a fehérje kicsapodik.

A fehérjék oldhatosaganak valtozasa a sdkoncentracio fiiggvényében nem mindig mutat monoton
csokkenést. Sok fehérje ionmentes vizben rosszabbul oldodik, mint hig sooldatban (globulinok
oldhatosagi kategoriaja). Ezeknél a sok ionjainak megjelenésével az oldhatdsag javul, mert az ionok
rakotddnek a fehérjemolekula egyes pontjaira, ezzel javitjak a hidrataltsagot, vele az oldhatosagot. Ezt
a jelenséget nevezik ,,besézasnak”, azaz sO hatasara torténd oldatba vitelnek, ami éppen ellentéte
kis6zas folyamatanak. A sdkoncentracio tovabbi ndvelésével aztan az oldhatosag csokken, a kisdzas a
tobbi fehérjéhez hasonldéan bekovetkezik (4. abra).
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Sokoncentracio

4.4.1.3.1. abra: Besozas és kisozas jelensége

A kis6zasi 1épés tervezése és megvaldsitasa soran célszerli szem elott tartani néhany tapasztalati
iranyelvet.

A s6 kivalasztasanal az egyes ionok kicsapasi hatékonysagat a Hofmeister-sorban elfoglalt
helyiik alapjan hasonlithatjuk 6ssze.

Ipari 1éptékben a nagy sdmennyiségek miatt vegyiik figyelembe a sok arat. Lehet, hogy az
olcsobb sobol tobbre van sziikség, de mégis gazdasagosabb.

Vizsgaljuk meg a sooldat és a csapadék slirliségkiilonbségét. A csapadék centrifugalasat
megnehezitheti, ha kicsi a stiriségkiilonbség.
A s6 hozzaadasanal torekedjiink a térfogatnovekedés minimalizaldsara. Ha talsagosan hig

oldatban adjuk hozza a sét, akkor nagyon felhigitjuk az oldatot, romlik a kicsapas hatékonysa-
ga. Logikus lenne, ha inkabb szilard sot adnank a fehérjeoldathoz, de ennek az a veszélye,
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hogy a sokristalyok feliiletén pillanatszertien kialakul egy soval telitett folyadékfilm, és ebbdl a
telitett oldatbol a kivantnal tobb fehérje csapodik ki, ami beburkolja a sokristalyt és ezzel meg-
akadalyozza feloldodasat.

— Kiso6zasnal a hasonlé jellegli (polaritasu) fehérjék koziil elobb a nagyobb molekulak valnak ki,
a kisebb mdltomegliek tovabb maradnak oldatban.

A felsoroltakat figyelembe véve a leggyakoribb kicsapdsra hasznalt s6 az ammonium-szulfat.
Olcsd, inert, jol disszociald erés elektrolit, nagy ionerdsséget ad. Egyes specidlis célokra, elsdsorban
nukleinsavak kicsapdsara mas anyagokat is hasznalnak.

Sztreptomicin: eredetileg antibiotikum, aminek tdmadéaspontja a prokariota riboszéma, ennek S12
nukleinsavhoz kapcsolodé fehérjéket csapja ki.

Protamin: a sperméban jelenlévd természetes DNS-kotd fehérje. Semlegesitett protamin-szulfattal
mind a DNS, mind az RNS kicsaphat6 az oldatbol. Sokszor a nukleisav-koto fehérjék is a csapadékba
keriilnek.

Poli-etilénimin: szintetikus, vizoldhatd, pozitiv toltésti, bazikus polimer, amely ionos komplexet
képez a savas karakterii molekuldkkal, igy a nukleinsavakkal is. Kicsapja ezeket, illetve a nukleo-
proteineket is. A kicsapashoz sokszor meglepden kis koncentracio (0,1%) is elegendd.

A fehérjék kisézassal végrehajtott kicsapdsat a kollagén példdjan mutatjuk be. A halbdrbol
extrahalt kollagént kis6zéssal tisztitjuk.

4.4.1.3.1. videé: Kollagén kisézdsa@

A kb. 3%-o0s kollagénoldathoz telitett natrium-klorid oldatot adunk, amit6l azonnal pelyhes fehér
csapadék valik ki.

4.4.1.4. Kicsapas hével

A taltelités 1étrehozasanak klasszikus modja az oldat beparlasa, majd lehtitése. A melegen telitett oldat
lehiitve tultelitetté valik. Ez a biologiai anyagok hoéérzékenysége miatt csak korlatozottan
alkalmazhat6. Kis molekulaju biotermékek (aminosavak: lizin, treonin) feldolgozasanal hasznalnak
(vakuum)beparlast, de a fehérjéknél a hédenaturdlodds miatt ez nem jarhatdo Gt. Viszont éppen a
hébomlést kihasznalva meg lehet szabadulni egyes szennyez6 fehérjéktdl. Ez a szelektiv denaturalas
nem tartozik a sziikebb értelemben vett csapadékképzéshez, mivel itt nem a célterméket vissziik at a
csapadék fazisba, hanem egy szennyezé komponenst inaktivalunk, sokszor anélkiil, hogy kicsapodna
az oldatbol. Az eljaras lényegét egy példaval vilagithatjuk meg legjobban.

Elesztdsejtek feldolgozasa utan a preparatumban kétféle dehidrogenaz enzim (A és B) talalhato, de
csak az egyikre van sziikségiink, a masik aktivitdsa zavarja a fétermék miikodését. Vizsgaljuk meg a
két enzim inaktivalodasanak kinetikdjat! A denaturdlodds monomolekularis, azaz elsérendil
kinetikaval leirhato folyamat. A sebességi allandd hdmérsékletfiiggése az Arrhénius-egyenlettel irhato
le.

_E
ar — kP k= ke T
dt

Meérési adatok alapjan szamitsuk ki a két enzim reakcidosebességi allandoit két hémérsékleten, 20
és 50 °C-on (4. tablazat).
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4.4.1.4.1. téblizat: [NGDIGEARE A két enzim hédenaturalédasanak kinetikai allanddi

20°C- | 50°C-
on on

ka = 5*10° sec*exp(-380kJ/RT) 8,3*10™ | 1,6*10*

Kg = 4,2*10% sec*exp(-415kJ/RT) 4*10"° | 3,0*10°

Ennek birtokdban mar kiszamithatjuk a maradék aktivitast (c/cq) példaul 10 perces hokezelés utan:

4.4.1.4.2. tablazat: _ A két enzim maradék aktivitasa 10 perces hokezelés utan

20 °C-on 50 °C-on
A >0,999 0,91
B >0,999 0,17

Lathato, hogy a k allando értékében meglévo egy nagysagrendnyi kiilonbség a bomlas mértekében
megjelenik. Szobahdmérsékleten mindkét enzim stabil, de 6tven fokon mar a B enzim aktivitasabol
csak 17%-nyi maradt, amig az A aktivitasa alig csokkent, 91%-a megmaradt. Tehat ezzel a kinetikai

muvelettel a B enzim eliminalhatd az A mell6l.
4.4.1.5. A precipitacio léptéknovelése

A csapadékképzés miiveletének reprodukalasa, 1éptéknovelése nehéz problémat jelent, mert ne
késziilék egészében, hanem lokalisan, a molekuldk, részecskék feliiletén kell azonos feltétel
biztositani (koncentraciok, tultelités, anyagtranszportok).

ma
eket

A precipitacié folyamata tobb szakaszra oszthatd, amelyek idoben kovetik egymast, de parhuzamosan

is lejatszodnak. Felsorolasszeriien az egyes 1épések:

1) Atkeveredés

2) Gocképzodés

3) Gocndvekedés (diffiizio altal limitalt)
4) Gocnovekedés (dramlas altal limitalt)
5) Aggregacio

6) Elvalasztas.

Ebben a sorrendben tekintjiik at részletesebben is az egyes részfolyamatokat.

Atkeveredés: A kicsapas kivaltasa mindig valamilyen folyadék hozzaadasaval torténik. A
hozzaadott kicsapdszer elkeverése, homogenizalasa sohasem pillanatszerii. Az eloszlatas sebessége
kvantitativan az atkeverési idével jellemezhetd, amely definicio szerint

I 2
t=—
4D
ahol: |- a turbulens 6rvények atlagos mérete

D — diffuzios allando.
Az Osszefliggésben szerepld orvények mérete pedig a kdvetkezoképpen szamithato:

3 1/4
|=| £Y
2]

ahol: p —siirtiség v — viszkozitas
P —teljesitmény  V — térfogat
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A nevezében szereplé P/V hanyados a ,bekevert teljesitmény” (kW/m?®), amivel jol jellemezhet6 a
kevert tartalyreaktor keverésének intenzitasa, a turbulencia mértéke. Ebben a szakaszban tehat intenziv
keverésre van sziikség, hogy gyorsan elérjiik a koncentracié homogenitasat.

Gockeépzddés: gocok képzodése alatt azt a folyamatot értjiik, amelynek soran a homogén oldatban
egyesével mozgd makromolekulakbol 1étrejon az elsd, szilard fazist képviselé szemcse, amihez aztan
oldatbol folyamatosan tapadnak hozza tovabbi makromolekuldk. Nagy molekulék kicsapasandl ez az
egyesiilés spontan és gyorsan végbemegy, mar az elsd két molekula talalkozasaval és 6sszetapadasaval
gbc jon létre. A kristalyositassal ellentétben ez a 1épés sebességmeghatirozd sziik keresztmetszetet
jelent.

Diffuzios gocnovekedés: a gocok ndovekedésének elsd szakasza. A diffuzios jelzdt azért kapta, mert
a részecskék mozgasat, mozgatasat egyértelmiien a Brown-mozgas jellemzi. A ndvekvo gdc még elég
kicsi ahhoz, hogy maga is Brown-mozgassal valtoztassa helyét. Ezaltal folyamatosan ijabb és ujabb
folyadékkal érintkezik, a feliiletén a diffuzios transzport a sebességmeghatarozé folyamat. A diffuzio
sebességének leirdsara Fick-torvényét irhatjuk fel:

dc; )2
—= k(¢ -c
= k(e -c)
ahol: k=8.xr.D.dN
D — diffazids allando
d — szemcseatmérd
N — Avogadro-szam.

Keveréses gocnovekedés akkor valik jellemz6évé, amikor a novekvO goc mérete olyan mértékben
megnovekszik, hogy a kialakuld szemcsét a hémozgas mar nem képes folyamatos mozgésban tartani.
Ez csokkentené a gocnovekedés sebességét, mivel két mozgod partner (a goc és az oldott molekula)
talalkozdsdnak valoszintisége sokkal nagyobb, mint ha az egyik all, és csak a mdasik mozog. A
talalkozasok valoszintiségét megnovelhetjiik, ha a folyadékot keverjiik, és ez 4altal tovabbra is
mozgasban tartjuk a gocokat. A folyamatot leir6 differencialegyenlet alakilag teljesen azonos az
elézével, de a k konstans jelentése itt egészen mas, nem a diffaziotol fiigg, hanem a keverés
intenzitasatol.

dc, )
d—i: k(ci—c )2

N
k=2/3-a-N-d’| L
Fn
ahol o — tapadasi faktor, annak valdszinlisége, hogy az iitk6zés utan a molekula megtapad a goc

feliletén
d — szemcseatmérd

[(P/V) / (p.n)]¥2 - ismét a sebességgradiens a folyadékban

A kétféle gocndvekedési mechanizmust animacioval is szemléltetjiik:

A GOCNOVEKEL
MECHANIZMUS

Q

2 ispring Ok rerrriC=E

4.4.1.5.1. animacio: A gocndvekedési mechanizmusok osszehasonlitasa
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Az aggregacio kifejezést gyujtéfogalomként, a kialakult gocok Osszetapadasara hasznaljuk.
Beleértjiik a kolloid rendszerek destabilizaciojat (koagulacid), és a destabilizalt részecskék
Osszetapadasat (flokkulacio).

A novekvo gocoknak, mint a kolloidok legtobbjének, feliileti toltése van. Emiatt az érintkezd
folyadékban ellenionréteg alakul ki, amelynek sikjaiban jol értelmezhetd potencialok jonnek létre

(Nernst-, Stern-, £-potencial, 1d. a Kolloidika targyban). Az elektrosztatikus taszitds €s a van der

Waals-vonzoerdk ereddjeként egy potencidlgat alakul ki, amely akadalyozza a részecskék
Osszetapadasat (5. abra).

\

\TAsziTASI POTENCIAL

tavolsag

4.4.1.5.1. dbra: Vonzasi és taszitdsi potencidlok

A destabilizaciéo célja a potencialgat csokkentése, illetve lebontasa. Ezt tobbféle modon is
megvalosithatjuk, kiilonféle anyagok adagolasaval.

Erds elektrolitok adagolasa 0sszenyomja a feliileti hatarrétegeket és csokkenti a potencialgatat. A
Debye-sugar forditottan aranyos az ionkoncentracioval, az ioneréséggel.

2 2 %
K:[2ze—Nc] =5-10"T

ekT
ahol: K —a Debye sugar reciproka Z — az ion toltésszama
e — az elektron toltése N — Avogadro-szam
¢ — ionkoncentracio k — Boltzman-allando
T — abszolut homérséklet | — ionerdsség

€ — permittivitas

A so6adagolasnak megvan az az elénye is, hogy a hozzaadott anyag az oldatban marad, ¢s nem
szennyezi a csapadékot.

Deritd csapadékképzés (sweep floc coagulation) esetén a csapadékot gy tavolitjuk el az oldatbol,
hogy az eredeti csapadékképzéssel parhuzamosan egy masodik, jol ismert anyag kicsapasat inditjuk el,
amelynek nagyméretii, nagy feliiletii pelyhei magukkal ragadjak, ,.kisoprik az 6sszes lebegd anyagot.

Erre a célra aluminium-, vas- és néha magnéziumsokat hasznalnak, enyhén ligos kdzegben.
AI(I11) vagy Fe(l11) sét vizhez adva a disszociacio utan Fe** és AI** ionok alakulnak ki, amelyek aztan
hidratalodnak és Al(H,0)s>" és Fe(H,0)e®" akvakomlex ionok keletkeznek, majd hidrolitikus reakciok
soran létrejon egy haromdimenziés matrix, amely a kolloid részecskékhez tapadhat adszorpcioval.
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A pH-t pontosan be kell allitanunk, hogy az optimalis feltételeket megteremtsiik. Ez gyakorta
bonyolult, mert az akvakomplex fémionok, az Al(IIl) és a Fe(Ill) savas természetiiek, HsO" iont
szabaditanak fel, ami a vizek természetes alkalitdsaval reagal. Elméletileg minden mg/l AI(III) s6
elfogyaszt 0,5 mg/l alkalitast, felszabaditva ezzel 0,44 mg/l CO,-ot. Ha a természetes alkalitds nem
elég, hogy az AI(III) soval reagaljon, akkor pl. Na,COj3 hozzaadasaval azt biztositani kell.

A fémionok hatasa kett6s. Egyrészt elektrolitként elnyomjak a feliileti toltéseket, masrészt a levald
hidroxidok sweep floc hatasa tisztitja a folyadékot.

Ez a kettOs csapadékképzés akkor célszerii eljaras, ha a szennyezé anyagokat kivanjuk eltavolitani
a rendszerbdl. A csapadékban ugyanis jelentés aranyban jelen vannak az oldhatatlan fémvegyiiletek,
amelyektdl nagyon nehéz megszabadulni.

lonparképzés polielektrolitokkal. A kolloid részecskék feliileti toltésének elnyomasat a kisméretii
asvanyi ionok mellett polielektrolitokkal is megvaldsithatjuk. A feliileten 1évo (altalaban negativ)
toltésti helyekre kationos vegyliletek (vizoldhato polimerek, esetleg detergensek) tapadhatnak, ezaltal
lefedik, learnyékoljak a szemcse toltését és csokkentik a taszitd erdket (6. abra).

Negativ

tsltasd Kationos

részecske .ﬂ/polielektrolit

4.4.1.5.2. abra: lonparképzés polielektrolitokkal

Hidképzd polimerek. Hossz1, linearis lanccal rendelkezd polimerek mas mechanizmussal segitik
el6 a részecskék aggregacigjat. Ezek a polimermolekulak tobb kolloid részecskéhez is
kapcsolodhatnak egyszerre, ezaltal kedvezobb iilepedési tulajdonsagi agglomeratumot hoznak létre.
Polielektrolitoknal a kotddés ionos jellegli, mint ez eldzéekben, a nemionos jellegli polimereknél vi-
szont a van der Waals-erék jatszanak szerepet.

A polimerek mérete, formaja, és toltése (amelyeket az ionerdsség, az ionok toltése és a pH
befolyasol) hatarozzak meg, hogy milyen mértékben képesek eldsegiteni a koagulaciot. A polimerek
alakja, hajtogatottsaga sokféle lehet, de ha az ionizalhatd csoportjai ionizalodnak, akkor az azonos
toltésti csoportok taszitasa miatt , kiegyenesedik”, a linearishoz kozelitd formak tilsulyba kertilnek a
globularisakkal szemben. Ilyenkor van lehetdség arra, hogy a polimerlancok a kolloid részecskékhez
kapcsolodva koztiik ,,hidakat” képezzenek (7. abra).

.,

4.4.1.5.3. abra: Hidkeépzd polimerekkel dsszekapcsolt csapadékszemcesék
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Ennél az eljarasnal is fennall az a nehézség, hogy a hozzaadott polimer beszennyezi a csapadékot,
igy a céltermék levalasztasanal nem célszerii ezt valasztani.

Elvdlasztds: a csapadék ¢és a folyadékfazis elvalasztasara a mar targyalt szilard-folyadék
elvalasztasi miveleteket (sziirés, centrifugalas) alkalmazhatjuk, ezeket itt nem targyaljuk részletesen.

A keverés intenzitdsa

Sorra véve a csapadékképzés kiilonb6z6 fazisait, belathatd, hogy az egyes szakaszokban eltérd
keverési intenzitas sziikséges.

Az atkeverés soran intenziv, erételjes keverésre van sziikség, hogy az atkeverési idé minél
rovidebb legyen, minél hamarabb homogenizalddjon a rendszer.

A gocképzés diffuzios jellegli folyamat, a Brown-mozgas hozza létre, tehat ennél nincs sziikség
keverésre.

A gbécndvekedés elso, difflizios szakaszaban megint csak nincs hatasa a keverésnek, tisztan
diffGizios transzport megy végbe.

Az aramlasi gocndvekedés szakaszaban mar kevertetni kell a rendszert, hogy a megndvekedett
részecskék mozogjanak a folyadékban. A tal intenziv, turbulens keverés viszont nyird hatasaval
felapritana a csapadékszemcséket, ezért ebben a szakaszban mérsékelt keverés az optimalis.

Az aggregacioé fazisaban még inkabb tligyelni kell a lazan Gsszetapad6 csapadék érzékenységére,
éppen csak az iilepedést meggatld kavarast alkalmaznak.

A mivelet végrehajtasa soran az egyes szakaszok nem kiiloniilnek el élesen, parhuzamosan is
zajlanak, ezért az ellentmondé kovetelményeknek legjobban megfelelé kompromisszumos keverési
profil altalaban fokozatosan lassulo fordulatszamt. Kezdetben rovid ideig intenziv, majd a végére a
keverés atmegy kavarasba.

4.4.2. Kristalyositas

Ahhoz, hogy az elvalasztandé anyagot szilard fazisba vigyik, kétféle miiveletet is alkalmazhatunk: a
csapadékképzést (frakciondlt kicsapas) és a kristalyositdst. A csapadékképzést a koncentralo
miuveletek k6zé sorolhatjuk, mig a kristalyositdst altalaban a down-stream miveletek utolsd
1épéseként, azaz végtisztitasként hasznéaljuk. A tovabbiakban a kristalyositassal fogunk foglalkozni
részletesebben.

4.4.2.1. Altaldban a kristalyositdsrol

A kristalyositas régi és széles korben (nem csak a bioldgiai iparban) hasznalatos tisztitasi miivelet,
évente 100 millidé tonnas nagysagrendben kristalyositanak példaul szervetlen sokat. A biologiailag
érdekes anyagok koziil a legnagyobb Iéptékben a szachardzt kristalyositjak. Ennek a kristalyositasnak
nemcsak a terméke (kristalycukor) értékes, hanem a maradék anyaliig, a melasz is hasznos anyag, sok
fermentacios taptalaj alapkomponense. A kristalyositas soran tiszta vagy legalabb is a kiindulasinal
sokkal tisztabb anyagot kapunk. A kristalyok ndvekedése soran a kristalyracsba csak azonos,
illeszked6 molekulak épiilnek be, a hibatlan racsu egykristaly gyakorlatilag szennyezésmentes,
homogén anyag. A szennyezd anyagok nem épiilnek be a kristalyracsba, csak a kristalyok feliiletén,
illetve a zarvanyokban talalhatok.

Egy anyag tobbféle alakban is kristalyosodhat, azonos molekulabol tobbféle kristalyalak is
1étrejohet (8. abra).

A kristalyositas elénye, hogy

— tiszta terméket kapunk (erds szelektivitas a beépiilés soran),
— az egyforma méretli és alaku kristalyokat jol lehet feldolgozni (mozgatni, sziirni, szaritani),
—javul a termék esztétikai megjelenése.
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4.4.2.1.1. dbra: Azonos molekulakbol tobbféle lehetséges kristalyalak jéhet létre

Masrészrdl a kristalyositas hatranya a 1épték-, ill. méretndvelés nehézsége. Ez abbol adodik, hogy

— kétfazist rendszerrel dolgozunk;

— a szennyezéseknek (szilard és oldott) nagy szerepe van a folyamatban;

— egyszerre zajlik hé- (a kristalyosodasi hd) és anyagatadés (tultelitett oldatbdl kivalas);
— a rendszer termodinamikailag labilis (taltelités);

— tovabba, hogy mindezeket a gyartasok soran folyamatosan reprodukalni kell.

kencentract &
4 atmenett tartomany

labili s tartomany I / metastahi] tartomany
’
f‘ 5

ol dhatds &g

o
»

T thémeérseklet)

4.4.2.1.2. abra: A tultelités tartomanyai

A telités és az oldhatosag kapcsolatat vizsgalva (9. abra) 3 instabil tartomanyt kiilonithetiink el az
oldhatdsagi gorbe felett:

— Metastabil, kozvetleniil a telitési gorbe felett. A kis kristalyok nagy feliileti energidjanak
kovetkeztében 11j goc nem képzddik, viszont a kristalynovekedés a jelen 1évo kristalyok
feliiletén folyik. Ebben a tartomanyban oltokristalyok bevitelével kristalyosithatunk.

— Az atmeneti tartomanyban a gocképzddés és a mar meglévo kristalyok novekedése egyszerre
zajlik.

— A labilis tartomanyban a spontdn gocképzddés jellemzd, apréd kristalyok alakulnak ki olto-
kristaly nélkiil is.

A tisztitas mértékét a kristalyositasnal a tisztitasi faktorral (E-faktor) jellemezziik. A faktort a
termékre (A) és valamely szennyezore (B) is felirhatjuk:
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A komponens a kristalyban
A komponens az anyallgban

A

_ B komponens a kristalyban
® B kompones az anyaltigban

Az elvalasztasi faktor a két E-faktor hanyadosa:

E
p=2t
EB

4.4.2.2. A kristalyositas mechanizmusa, fazisai:

A kristalyok kialakulasanak folyamatat a csapadékképzodéhez hasonld szakaszokra oszthatjuk fel. A
1épések sorrendje és elnevezése hasonlo, de a jelenségek fizikai tartalma eltérd.

Tultelités 1étrehozasa

Gocképzodés

Gocndvekedés (diffazio altal limitalt)
Gocnovekedés (aramlas altal limitalt)
Elvalasztas

Mosas

Szaritas

Nook~wdE

Tultelités: Ezt a csapadékképzéstol eltérden rendszerint koncentralassal (pl. vizelvétel beparlassal)
és ezt kovetd hiitéssel oldjak meg.

Gocképzddeés:

a) homogén gocképzddés: A gocképzOodés a kristalyosodasnal nem olyan spontan és gyors
folyamat, mint csapadékképzésnél. Ott elegend6 volt, ha két molekula Osszetapadt, és ez mar
novekeddképes goc volt. A kristalyok legkisebb eleme, amely mar hordozza a kristaly tulajdonsagait,
az elemi cella. Ennek kell 1étrejonnie a novekeddképes goc kialakulasdhoz. Az elemi cella viszont a
kristaly alakjatol fiiggden tobb molekulabol all (példaul tetraéderes szerkezet esetén 4, kockaracs
esetén 8 alkotd). Ilyen nagyobb szdmu részecske talalkozasa kevéssé valdszinti, és rdadasul megfeleld
iranybol és megfeleld energiaval kell érkezniiik, hogy az iitk6zés utan egylitt is maradjanak. A
talalkozas valdszinlisége a koncentracidval, pontosabban a taltelités mértékével ndvekszik, a labilis
tartomanyban a legnagyobb. A homogén gocképzddés sebességét leird félempirikus modell:

d <\
d—l:lzk~(c—c)

ahol N - gocok szama
k —allando
¢ —azoldott anyag (taltelitett) koncentracidja az oldat f6tomegében
c" — telitési koncentracio, oldhatosag
i — empirikus paraméter.

A homogén gocképzodés tehat lasst folyamat, sokszor ez a sebességmeghatarozo 1€pés.

b) heterogén gocképzddés: a kristalyosodas idegen anyagok (pl. lebegd porszemek, szennyezések,
a tartaly fala, a kever0) feliiletén is megindulhat. Ez a folyamat nagyon nehezen reprodukalhato. A
gyartasoknal a fékomponensek azonos koncentracidja megoldhatd, de a mikrokomponenseket, a szallo
port azonos szinten tartani kiviil esik a technoldgian.
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C) masodlagos gocképzddés: a mar meglévo kristalyok titkozése, dorzsol6dése soran a feliiletérdl
apro szilankok valhatnak le, és ezek ujabb gocként funkcionalnak. Ennek a sebessége a keverés
intenzitasatol és a kristalyok torékenységétol fligg.

A felsorolasbol kitlinik, hogy a gdocképzddés lasst, illetve nehezen reprodukalhatd folyamat.
Mindezt elkeriilhetjiik, ha oltokristdlyokat alkalmazunk. A kristalyositani kivant tiszta anyag aprd
kristalyait beadva kelld szdmu goéc egyszerre jelenik meg a rendszerben, ezzel a folyamat
szabalyozottan indithatd. A reprodukalhaté gyartdshoz viszont az oltokristalyok szamat, méretét €s
méreteloszlasat is allandoan kell tartani.

Diffuzios gocnévekedés:
A diffuziés jelzé a csapadékképzéshez hasonldéan arra utal, hogy a folyamat mindkét partnere, a
kristaly és a feliiletére kirakodé molekula is hémozgast végez, igy konnyebben talalkoznak. Az
anyagtranszport leirasara ez esetben is Fick-féle leirast hasznaljuk. Feltételezziik, hogy a kristaly
szogletes, siklapok hataroljak, igy az anyagatadast Fick 1. torvényének egydimenzids valtozataval

jellemezhetjiik:
dm «
— _=k-A-lc-cC

ahol M — a kristaly témege
k=f ( 0:1; D) tomegatadasi egyiitthato,

C — a tultelitett oldat koncentracioja,
¢ — a telitett oldat koncentracioja az adott hdmérsékleten,
A — a kristaly feliilete.

A gdocnovekedés hajtoereje a taltelités mértéke, a tomeggyarapodas sebessége elsdsorban ettdl fiigg.

Konvekcios gocnovekedes:

A kristalygde novekedésével elveszti a mozgasképességét, a Brown-mozgids mar nem képes
tovabbvinni. Ekkor valik meghatarozova a konvekcidos mechanizmus, a szuszpenzié keverése,
aramoltatdsa. A konvektiv anyagtranszport leirdsdra formalisan ugyanazt az egyenletet hasznaljuk,
mint a diffaziésnal, de a k paraméter értelmezése mas. A tomegatviteli tényez0 itt két tagbol 4ll, mivel
két egymast kovetd folyamat sebességét kell leirni. Az elsé a molekula eljutasa a kristaly feliiletére,
sebességére jellemz6 a k allandd, aminek értéke a keverés intenzitasatol és az oldat tulajdonsagaitol
fligg. A méasodik 1épés a molekula beépiilése a kristalyracsba. Ezt a x feliileti reakciosebességi
allanddoval adhatjuk meg, ami csak a hdmérséklettdl fiigg. A két atviteli tényezdt reciprok 0sszegezes-
sel szerepeltetjiik az egyenletben:

M_ 1 afe-c)
a1 1
k «
ahol  k — a feliileti reakciosebességi allando,
k — az aramlasra jellemz6 allando.

PV 6-M

'—rz—AZ oA

Az egyenletek k6z0s hibaja, hogy a tomegnovekedés fiigg a feliilettél, amely a ndvekedés soran
folyamatosan valtozik, igy nehéz szamolni. A tomeg és a feliilet egységes kifejezése érdekében
bevezettek egy uj paramétert, a kristaly ,,jellemz6 méretét”:

ahol |- a kristaly jellemzé mérete, kocka esetén élhossza

M — a kristaly tomege
A — a kristaly feliilete.
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Ez a feliras egy kocka alaku kristalyra helytallo. Mas kristalyalakokra viszont nem kielégito, ezért
bevezették a @y térfogati és P, feliileti korrekcids alaktényezoket (ezek értéke kocka alak esetén
eggyel egyenld). Ezekkel kifejezve a kristaly tomege és feliilete:

M=pI° @,
A=6-1>.0,

Visszahelyettesitve a fenti egyenletbe:

M d(p-1*-®,) "
dt dt B 1

Az egyenletet egyszerisitve és atrendezve a kovetkezo alakot kapjuk:

dl (6-@ 1 x .
a:[@v -2)19'(” )=k {o=c)=6

K

ahol: kg — dsszefoglalé konstans
G — linearis novekedési sebesség.

Az egyszerlsitett egyenletbdl kitlinik, hogy a linearis novekedés fliggetlen a kristalyok méretétol,
csak a tultelités mértekeétdl fligg. Azaz a kis kristalyok ugyanakkora linearis sebességgel novekednek,
mint a nagyok. Tehat ha nincs 0j gocképzddés, akkor a kristalyok azonos mértékben nének,
méreteloszlasuk nem valtozik, azonos marad az oltokristalyéval.

Ennek alapjan belathato, hogy a rendszer az egyenletes méreteloszlas felé torekszik. Példaul, amig
egy kis (egységnyi) kristaly (egységnyivel, azaz) kétszeresére né, a tomege 2°=8-szorosara né, addig
egy nagyobb (10 egységnyi hosszusagu) kristaly csak 1,1-szeresére nd, a tomege pedig 1,1° = 1,33-
szorosara novekszik. Azaz a kis kristalyok utolérik, pontosabban megkozelitik a nagyokat méretben és
tomegben, ez pedig kedvez a homogén termék kialakulasanak. Ezt a folyamatot szemlélteti az 3.
tablazat és az animacio.

KRISTALYNOVEKE!

4.4.2.2.1. animacio: A méret- és tomegaranyok valtozasa a kristalynévekedés sordan

4.4.2.2.1. tablazat: _A méret- és tomegaranyok valtozasa a kristalynovekedes soran.

méret Tomeg méretarany tomegarany
1 2 10 1 8 1000 2 10 8 1000
2 3 11 8 27 1331 1,50 5,50 3,38 166,38
5 6 14 125 216 2744 1,20 2,80 1,73 21,95
10 11 19 1000 1331 6 859 1,10 1,90 1,33 6,86
15 16 24 3375 4 096 13 824 1,07 1,60 1,21 4,10
20 21 29 8 000 9261 24 389 1,05 1,45 1,16 3,05
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A kiindulasi allapotban harom eltéré méretl kristalyt (egy-, kettd- és tizegységnyi hossziasaggal)
valasztottunk ki. Ezek méret- és tomegnovekedését adtuk meg egészen a huszegységnyi hosszig. Az
abszolut méretkiilonbségek megmaradnak, de a méret- és tomegaranyok drasztikusan csdkkennek. Az
eredetileg tizszeres hosszisagarany 1,45-re, az ezerszeres tomegarany haromszorosra csokkent.

A kozel azonos méreti kristalyok mind technoldgiailag, mind eladhatdésag szempontjabol
eldnyosek.

Elvalasztas: a kivalt kristdlyokat a targyalt szilard-folyadék elvalasztasi miveletek egyikével
nyerjiik ki az anyalugbol.

Mosas: a kristalyok feliillete az elvalasztds utan rendszerint még szennyezett az anyalug
maradvanyaival. Célszerli ezt a szennyez0 réteget egybdl, még nedves allapotban lemosni a feliiletrdl.
Dead end sziirésnél ez egyszeriien megvalosithatdo, még a sziir6feliileten tiszta moséfolyadékkal at
lehet mosni a kristdlyos anyagot. A mosas miiveletének leirdsara ugyanazt a matematikai format
alkalmazhatjuk, mint amit a vakuum dobsziirénél, illetve a diasziirésnél targyaltunk. A kristalyokon
1évé folyadékban a szennyezések koncentracidja exponencidlisan csokken a moséfolyadék
mennyiségével (10. &bra).

MOSAS

1,2

0.8 7
0,6 1

CriCo

04 A
0.2

4.4.2.2.1. abra: A mosas hatékonysaga

Szaritas: az elvalasztas utan a kristalyos anyag feliilete még nedves, a mosassal is csak azt értiik
el, hogy az anyaltig helyett a tiszta mosofolyadék boritja a kristalyokat. Ezt a folyadékot szaritassal
tavolitjak el a kristalyokrol. Ha a folyadék nem tiszta, oldott szennyezéseket tartalmaz, akkor a
szaritasnal beparlodik, és a szennyezd anyagok raszaradnak a kristalyok feliiletére, ami erésen rontja a
termék mindségét.
4.4.2.3. Kristalyositds ipari léptékben
Minden elvalasztasi/tisztitasi miivelet alkalmazasanal alapvetd kérdés, hogy alkalmazhatd-e nagyobb,
ipari mennyiségii anyag feldolgozasara vagy csak laboratoriumi modszer marad. A kristalyositas

minden reprodukcios nehézsége ellenére jol 1éptéknovelhetd, nagy mennyiségli anyag feldolgozasara
is alkalmas.

Szakaszos kristalyositds: Szakaszos kristalyositast a kisebb mennyiségli termékekre alkalmazzak
(< 500 kg). Keészilékként rendszerint egy keverGs tartalyreaktort valasztanak, valtoztathato
fordulatszamu keveréssel, duplikatoros fiitési és hiitési lehetdséggel. El6fordulnak nagy atmérdji és
kis magassagu tartalyok is, nagy atmérdji, lassu fordulati kavaroval (kristalyosito ,,csésze”).
A szakaszos kristalyositas soran a kristalyok folyamatosan nének, amig az anyalug ,ki nem meril”.
Mi okozza ezt a ,.kimeriilést”? A linearis novekedést leird egyenlet,
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LU (c—c")=G
dt °
szerint a folyamat hajtéereje az aktualis és a telitési koncentracid kozotti koncentraciokiilonbség,
roviden fogalmazva a tualtelités mértéke. Ez viszont csokken, mivel a kristdlyképzOdéssel anyag
tavozik az oldatbol. A csokkend hajtderd pedig csokkend nodvekedési sebességet jelent. Ha fenn
kivanjuk tartani az allando6 kristalyndvekedést, akkor hiitéssel a telitési koncentraciot is csdkkenteni
kell, igy a koncentraciokiilonbség allanddsithato.

Ha egybdl intenziv hiitést alkalmazunk, akkor nagy lesz a hajtoerd, gyorsan ndnek a kristalyok, de
a termék mindsége nem lesz egységes (egyenetlen méretil, és sokszor szennyezett kristalyok). Ehelyett
célszert optimalt héfokprogram szerint hiiteni. A profil kialakitasa tébb tényez6tol fiigg:

— az oltokristaly tomegétdl €s méretétdl,
— a novekedési sebességtol (G),

dc”
— az oldhatdsag homérsékletfliggésétol (Ej

Ez utobbit, a telitési gorbe meredekségét a teljes homérséklettartomanyban ki kell mérni. Ha a
szamitasokat egy allando G-érték tartasara végezziik el, akkor a hiitési profil meredeksége a kovetke-
z6képpen irhato fel:

aT__36M 1 461

E *
dc V- |g
dT
ahol: My — az oltokristaly kezdeti tomege

lo — az oltokristaly kezdeti mérete.
A hitési gorbe eleje altalaban lapos, a késGbbiekben egyre meredekebben lehajlik (11. abra).

T thémeérséllet)
F 3

£ (idd)

4.4.2.3.1. abra: Optimalt héfokprofil

A homérséklet mellett a kristalyositads fontos paramétere a keverés intenzitasa. Vizsgaljuk meg az
egyes fazisok keverésigényét!

1. Tultelités (= hiités) — a megfelel6 hdatadashoz sziikséges a keverés

2. Gocképzodés  — molekularis folyamat, Kicsi a hatasa a keverésnek

3. Diffuzios gocnovekedés — a novekedésre nincs hatasa, de a hiitéshez sziikséges

4. Aramlasi gocnovekedés — a novekedéshez és a hiitéshez sziikség van mérsékelt keverésre.

Mivel ezek fazisok nem kiiloniilnek el élesen, és a részfolyamatok parhuzamosan is miikodnek, a
kristalyositas teljes tartama alatt egyenletesen mérsékelt keverést alkalmaznak.

A miiveletek léptéknovelésénél mindig alapvetd kérdés, hogy egy keverési allapotot, keverési
intenzitast hogyan lehet reprodukalni masik késziilékben, és/vagy nagyobb léptékben. A méretnovelést
tobbféle kritérium szerint megvalosithatjuk:
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— alland6 P/V (bekevert teljesitmény),

— alland¢ fordulatszam,

— alland¢ kertileti sebesség,

— mindig a minimalis leiilepedésgatlo keverés alkalmazasaval.

A vélasztott kritérium technologidnként valtozo, nincs altalanosithatod szabaly, mindig az aktudlis
folyamat paramétereit, tulajdonséagait figyelembe véve kell szdmolni.

Ha nem alkalmaznak oltokristalyt, akkor a gocképzddés sebességének reprodukalasat is meg kell
oldani. Minél nagyobb a sarzsméret, anndl inkdbb szadmolni kell a maésodlagos goécképzodés
megjelenésével.

Folytonos kristalyositas: A folytonos kristalyositd egy kevert folytonos tartalyreaktor (12. dbra),
amelynek bemenete a taltelitett oldat, kimente pedig a kristalyokat tartalmazé anyaltig. Allandéan
tartott koriilmények kozott a késziilékben allandosult allapot alakul ki, idében allando lesz a kilépd
kristadlyok szdma, mérete és méreteloszlasa is. A betdplalasban nincsenek kristdlyok, azaz nem
alkalmaznak oltokristalyt, a gocok elsésorban a masodlagos gocképzodésbdl szarmaznak.

iJ, o

Qe nll)

4.4.2.3.2. abra: Folytonos kristdlyosito

A felsorolt elényok mellett viszont a folytonos kristalyosité szabalyozasa, az allandosult allapot
fenntartasa bonyolultabb, mint egy szakaszos késziiléknél. A szakaszos és a folytonos miiveletek
elényeit és hatranyait figyelembe véve altalaban, ha a termelt sarzs mérete nem haladja meg az 500
kg-ot, akkor inkabb szakaszos, ha ennél nagyobb, akkor inkabb folyamatos kristalyositast
alkalmaznak.

A meghatarozo kristalyméret (Ip) a kovetkezd Osszefiiggéssel hatdrozhatd meg:

3GV
b=

dl
ahol G= o a novekedési sebesség,
V — a reaktor térfogata,
Q — a térfogataram.
4.4.2.4. Atkristalyositdsok

A kristalyositasnal az anyagban maradhatnak egyes szennyezések, mint példaul egyiittkristalyosodas,
zarvanyok vagy felilleti szennyezés (ez utobbi a mosassal csokkenthetd), ezért tovabbi tisztitasra
atkristalyositast szoktak alkalmazni.
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Egyszerii ismételt atkristdlyositas: A kristalyositast megismételve egyre tisztabb anyagot kapunk.
A kinyert anyagot ujra €s Ujra atkristalyositjuk, ezzel novelve a termék tisztasagat. E modszer 1ényegét
a 13. abra mutatja be.

Az elért tisztasag tetszbleges értékig novelhetd, de a 1épések szamaval a kihozatal romlik:

E n
y = A
=

ahol  Ea —tisztitasi faktor (1d. a 4.4.2.1. fejezetet)
n —a lépésszam.

oldézzer 1

-~

kindulas oldoszer 2

anyalug 1 kristaly 1 olddszer 3

anyalu;2/ \kﬂ;:al‘2/
N

anyalig 2 kristaly 3

4.4.2.4.1. abra: Ismételt atkristalyositas

A kristalyositast lehet adszorpcioval is kombinalni (pl. aktiv szenes derités), amely akkor
hatékony, ha a szennyezddés jobban megkdtddik a szénen, mint a fékomponens.

Frakcionalt atkristalyositas: olyan esetekben alkalmazzak, amikor a szennyezés is értékes mellék-
termék, illetve két hasznos anyagot akarnak elvéalasztani egymastol. Ma mar a nagyléptékii kroma-
tografias elvalasztasok kiszoritjdk a gyakorlatbol. A folyamat elve az 14. abran lathatd. Az elobb
targyalt atkristalyositashoz képest az a kiilonbség, hogy az anyalugokat is feldolgozzak, beparoljak és
ujrakristalyositjak. A kivalt (szennyezett) kristalyfrakciot egyesitik a feldolgozas egy masik pontjarol
szarmaz6 anyaluggal, ebben feloldjak, és Ujra kristalyositjak. Az abra piramisszert felépitésén lathato,
hogy a konnyen kristalyosod6 fétermék jobbra halad és egyre tisztabb lesz, mig a jobban oldodo
melléktermék balra mozog, és az anyalugokban halmozodik fel.

olddszer 1
k — knstaly
kiindulési oldészer 2 al — anyalig
anyalig 1 leristaly 1 olddszer 3
\ ‘; i‘ } QK
k13 + al-21 k224 d-3 k-3
melléktermék Fétermil -

4.4.2.4.2. abra: Frakcionalt atkristalyositas
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Az abra alapjan a modszert kvantitativan is leirhatjuk, ekkor egy binomialis szamsorozat jon ki a
frakciok (f) leirasara):

f(r,n)=#!_r)!~ pr-(@-p)"

ahol n —asorszam (lefelé) 0-t6l;
r —ahelyszam (atloban jobbra le) 0-tdl;
p —akivalt frakcio;
(1-p) — az anyaliigban maradé anyaghanyad.

A fenti Osszefliggés jeloléseit figyelembe véve jo elvalasztashoz a Pa >4 feltétel teljesiilése
P
sziikséges. Az abrabdl is kitlinik, hogy ez igen munkaigényes miivelet, csak nagy értékii termékek
eldallitasanal lehet gazdasagos. Egyes reszolvalasi eljarasokban, illetve egyes szteroidmolekulak
elvéalasztasanal még alkalmazzak.

4.4.2.5. Fehérjek kristalyositisa

A fehérjék kristalyositasa sokkal bonyolultabb, mint a kis molekuldké; hiszen a makromolekuldk
sokkal nehezebben rendezheték kristalyracsba, esetiikben nem kiiloniil el a precipitacid és a
kristalyositas.

A fehérjék kinyerése altaldban csapadék formdjaban is megfeleld, ritkdn van sziikség kristalyos
anyagra. Kivétel és ellenpélda az inzulin, amit cinkionokkal kristalyositva hoznak forgalomba. A
fehérjék kristalyositaisa 10-20 mg/l koncentracidji oldatbol torténik. Makroméretekben a
leggyakoribb kicsaposzerek a (NH4),SO,, valamint a PEG (poli-etilénglikol). A tualtelités kialakitasa
hiitéssel nagyon ritka, de ez esetben is kivétel az inzulin, amelyet 55 °C-os oldatbdl lasst hiitéssel
kristalyositanak. Az inzulin a kozeg Osszetételétél fiiggben nagyon sokféle alakban képes
kristalyosodni (15. abra). Néhany tizednyi eltérés a pH-ban mar eltérd kristalyformat eredményez.
Raadasul a Zn-ionok koncentracidja, pontosabban a cink és az inzulin moélardnya is erdsen
befolyasolja a terméket. A szinessel jelolt tartomanyon beliil alakul ki a cinkionokkal képzett rombos
kristalyforma, ami gyogyszerként forgalomba keriil.

A fehérjék kristalyositdsanak masik célja lehet, hogy rontgendiffrakcids vizsgalatokhoz néhany
nagyobb kristalyt allitsanak eld. Az ehhez sziikséges laboratdériumi mddszereknek nagy irodalma van.
Mindegyikben k6zos, hogy nagyon lassan hozzak létre a tultelitést. Ennek 1étrehozasara ugyanazokat
az anyagokat hasznaljak, mint a kicsapasndl. Azaz pontosan szabdlyozni, iranyitani kell az oldat
ionerdsségét, homérsékletét, pH-jat (az izoelektromos pont elérése), polaritasat (szerves olddszerrel) és
ezek lassi valtoztatdsat. A lassi valtozdsok miatt a kristalyositds sokszor napokig, s6t hetekig is
eltarthat. A paranyi mennyiségek miatt ezeket a kisérleteket cseppnyi térfogatokban, mikroszkdp alatt
végzik. A lassu és fokozatos valtozasok eldidézésére gyakran haszndlnak természetes folyamatokat,
igy diffuziot, kapillarisban vagy gélben, illetve gdézdiffuziot.
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4.4.25.1. abra: Az inzulin kristalyositasi lehetdoségei

1. dializis: akkor alkalmazhat6, ha a fehérje mar kis ionerdsségnél kivalik. Legegyszeriibb kivite-
lezése, ha sdoldatot boritd dializald membranra egy csepp fehérjeoldatot cseppentiink. A taltelités
fokozatosan jon 1étre.

2. FElleniranyu kapillaris diffuzio A fehérje oldatat kapillarisba szivatjak fel, aztan ennek végét a
kicsaposzer oldataba meritik. A két oldat lassu, diffizios keveredése fokozatosan valtoztatja meg
az olhatdsagot (16. abra).
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4.4.2.5.2. abra: Fehérjekristalyok kapillarisban

3. Géldiffuzio: a fenti elvet modosithatjuk olyan modon is, hogy a kicsaposzer bejutasat a kapillaris-
ba tovabb lassitjuk azzal, hogy egy gélrétegen kell atdiffundalnia (17. abra).

Fehérje

4.4.2.5.2. abra: Géldiffuzios tultelités

Gozdiffuzio: a fehérjeoldat egy cseppjét oldoszergdzzel telitett kamraba helyezik. A viz és az
oldoszer (pl. aceton) a 1égtéren keresztiil atdiffundalnak a masik folyadékba, a koncentracidk lassan
kiegyenlitddnek, ennek soran megvaldsul az oldoszeres tultelités.

Gozdiffuzios kamra

4.4.2.5.3. dbra: Gézdiffuzios kamra
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5. A VEGTISZTITAS MUVELETEI

5.1. Affintechnikak

A komplex, biologiai eredetii elegyekbdl vald tisztitast hagyomanyosan a kiilonbz6 anyagok eltérd
altalanos fizikai-kémiai tulajdonsagain (méret, toltés, oldhatosag) alapuld elvalasztasi miiveletekkel
valodsitjak meg. A hosszadalmas tisztitds azonban megndveli a veszteségeket és a koltségeket. Szamos
génmanipulacioval eléallitott fehérje esetében a tisztitas koltségei elérik az 6nkoltség 90 szazalékat is.
fgy érthetd, hogy altalanos a torekvés a hig oldatban 1év6 érzékeny termékek kinyerésére alkalmas uj,
hatékony tisztitasi eljarasok kidolgozasara. Az utobbi évtizedben szamos eredményt értek el olyan
tisztitdsi modszerekkel, amelyek a molekuldak biologiailag aktiv centrumai és a komplementer
ligandumok kozotti kolesonhatason alapulnak. A biokémidban szamos olyan vegyiiletcsoport 1étezik,
amelyek muikodésének lényege valamely partnermolekula specifikus felismerése és megkdtése (1.
tablazat).

5.1.1. tablazat: _ Affinkélcsonhatasra képes reakciopartnerek

Specifikus kotodésii reakciopartnerek
Szubsztratok, analogok
koenzim, kofaktor,| enzimek

inhibitor
Antigén antitest
komplementer

DNS oG
Effektor receptor
Hormon, gyogyszer stb. karrier fehérje

Ezt a szelektiv kotést Gigy lehet elvalasztasi miiveletként kihasznalni, ha a partnerek egyikét
valamilyen hordozon (szilard tdlteten vagy oldhaté makromolekulan) megkétik, és ezt érintkeztetik a
sokféle fehérjét tartalmazo feldolgozandé oldattal. A megkdtendd aktiv molekula (ligandum) és a
hordozo6 6sszekapcsolasara sokféle konnyen kivitelezhetd kémiai reakcidt dolgoztak ki (1. abra).
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5.1.1. abra: Kiilonbézo ligandumok kotése epoxihordozohoz

Az affinkdlcsonhatason alapuld elvalasztasi miiveletek mindegyike azonos 1épéssorral miikddik,
fliggetleniil att6l, hogy milyen tipust hordozéhoz kapcsolédnak a ligandumok.
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A ligandumokat tartalmazé anyagra felviszik a fehérjéket tartalmazé feldolgozandd levet. A
sokféle fehérje koziil a ligandumokon csak az az egy kotddik meg, amelyik szelektiv kolcsonhatasra
képes. A tobbi, szennyezésnek tekintett fehérje oldatban marad és kimoshaté a rendszerbol. A
kovetkezd 1épésben egy mas Osszetételi elualdo oldattal megbontjuk az affinkomplexet, azaz
levalasztjuk a kotott fehérjét a ligandumokrol. A tiszta fehérjeoldatot kivezetjiik a rendszerbdl, a
ligandumok pedig ujra felhasznalhatok (2. abra).

p-

5.1.2. abra: Az affinelvalasztasok jellemzo lépései

5.1.1. Affinkromatografia

Az elv klasszikus — és hossza id6n keresztiil egyediili — alkalmazasa az affinkromatografia volt. 1968
Ota, amikor az affinkromatografia kifejezést el6szor hasznaltak, sok szaz kiilonboz6 ligandumot
azonositottak és alkalmaztak kromatografids célokra. Még ma is az affinkélcsonhatason alapuld
eljarasok nagyobb része oszlopkromatografiaként miikodik, ahol a ligandumok a szilard hordozo
feliiletéhez kapcsoldodnak kovalens kotéssel. Ilyen kromatografias rendszerek mind laboratériumi,
mind ipari méretekben miikodnek, bar a 1éptéknovelés nehézségekbe iitkozik.

Egy szakirodalmi attekintés szerint az affinkromatografia a masodik legelterjedtebb kromatog-
rafias technika az ioncsere utan. Gyakran mindkét modszer szerepel a kdzleményekben, igy a gyakori-
sag elérheti a 60%-0t is. A széles korli alkalmazas annak ellenére alakult ki, hogy az alapelv gyakorlati
megvalositasanal tobb korlatozo feltételt is figyelembe kellett venni. Az affinkromatografia a gya-
korlatban koltséges és id6igényes, a teljesitménye (feldolgozott oldat térfogat/toltet térfogat) mas elvii
kromatografiakkal Osszevetve korlatozott; a toltet élettartama rovidebb, az oszlop érzékenysége a
szennyezokre és az eltomddésre nagyobb, mint az egyéb eljarasoké. Mindezek egyiittesen meghataroz-
zék a miivelet helyét a feldolgozasi technoldgian beliil. Az affinkromatografia tipikusan a down-
stream folyamat végso, nagy felbontasu tisztitdsi szakaszaba illik, nem alkalmazhaté pl. nyers fer-
mentlébdl valé kinyerésre. gy érthetd, hogy nem kapott nagy szerepet a fermentacios ipar bulk termé-
keinek feldolgozasaban, alkalmazasai inkabb a kisebb mennyiségii, de nagy értékii termékek (uroki-
naz, interferon, antitrombin III) kinyerését céloztak. A sok leirt alkalmazas tehat elsésorban laborato-
riumi 1éptékre vonatkozik, illetve olyan termékekre, amelyek kis mennyiségben is komoly termelési
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értéket képviselnek. Az affinkromatografia felsorolt korlatainak lebontasara tobb iranyban is folyik
kutatas és fejlesztés.

Az ar és élettartam vonatkozasaban elérelépést jelent a szintetikus ligandumok alkalmazasa. A
kényes és nehezen hozzaférhetd bioldgiai eredetli anyagok (fehérjék, antitestek, inhibitorok) helyett
szintetikus tton eldallitott szerkezetanaldgok beépitése ligandumként olcsobba teszi a toltetet és noveli
az élettartamat. A klasszikus szintetikus szubsztratanalogok (pl.: p-fenil-azofenol — tripszin, p-amino-
szalicilsav — laktat-dehidrogendz, meta-amino-benzamidin — tripszin) mellett egyre szélesebb korben
alkalmazzak a triazinvazat tartalmaz6 Un. reaktiv szinezékeket (Cibacron sorozat, Procion sorozat).
Ezek a textiliparban hasznalatos szinezékek nukleotid analogok, ezaltal az enzimek ATP és NAD
kotéhelyeivel képesek kolcsonhatasba 1épni. Sokféle enzimmel kapcsolodhatnak, igy alkalmazasi
teriiletiitk széles (oxido-reduktdzok, kindzok, transzferdzok), bar szelektivitdsuk éppen emiatt nem
tokéletes.

Az affinkromatografia lassusagat és gyengébb hatékonysagat tobb tényezd egyenkénti vagy
egyiittes hatdsa okozhatja. Felléphet sztérikus arnyékolas, termodinamikai, kinetikai korlat és diffuzios
gatlas. A két els6 tényez6t a ligandum megfeleld kialakitasa befolyasolja. A térbeli hozzaférhet6ség
javul, ha a ligandum egy optimalis hosszasagt kar végén, a hordozoé feliiletét6l megfelelé tavolsagra
helyezkedik el (3. abra).

o NH_*

OH OH ; 2
: : D\,/I\/D\/K/N\/\M @i NH
e z

N
tavtarté szakasz u

Sepharose téltet Benzamidin ligandum

5.1.1.1. abra: Tavtarto molekulaszakasz kialakitasa

A termodinamikai viszonyok a fehérje-ligandum komplex keletkezésének sebességében, az
egyensulyi allando értékében jelennek meg. A spontdn bioldgiai folyamat altalaban gyors, és jo
hatasfoku, igy ennek reprodukéldsara célszerti torekedni. Minél inkabb hasonlit a ligandum szerkezete
a nativ anyagéhoz, annal jobb lesz a komplexképzés (bar a kovalens kotés a hordozoéhoz
mindenképpen valamilyen mérték valtozast jelent).

A diffuzi6 sebességmeghatarozd voltat a toltet porozitasdnak megfeleld kialakitasaval lehet
megsziintetni. A fehérjemolekulak viszonylag nagy mérete miatt a toltet porusméretének is kell6en
nagynak ¢€s egyenletesnek kell lennie. Ez egyuttal megakadalyozza azt is, hogy az affinkromatografia
mellett kizarasos kromatografias hatasok is fellépjenck. A toltet anyagaval szemben jelentkezik egy
ellentétes igény is, a mechanikai szilardsag kérdése. A 1éptékndvelés (nagy oszlopok épitése), illetve a
nagy nyomdsesés (nagy felbontasu technikdk) merev, szildrd tolteteket igényelnek. A két ellentétes
igény kozotti kompromisszumként sokféle, kiilonb6z6 célra alkalmazhatod hordozot fejlesztettek ki.

Mas fejlesztési elképzelések gyokeresen szakitottak magéval a kromatografiaval mint technikéval.
Ezek vagy mas miiveletekben alkalmazzak a szemcsés hordozon kotott ligandumokat, vagy elhagyjak
a szilard hordozét is, és vizoldhaté makromolekuldkhoz kotott ligandumokat haszndlnak. Az elsd
megoldasnal a batch alkalmazasok kétségtelen elonye a szinte korlatlan 1éptékndvelhetdség.
Hasznalatat az teszi lehet6vé, hogy az affinkromatografids elvalasztdsokndl legtobbszor nem
értelmezhetd az elméleti tanyérszam fogalma, ez a miivelet sokkal inkdbb adszorpci6, mint kroma-
tografia. Altaldban csak egy komponens kotddik, a tobbit a puffer kimossa. Az elucid leggyakrabban
mas Osszetételll oldattal torténik, igy a klasszikus elvalasztasi jellemzOk (tanyérszam, felbontas,
retencid) nem értelmezhetok.

A masik lehetdség az oldatban szabadon megvalositott affinkomplexképzés, ami a sztérikus és
diffuzios korlatok megsziintetését jelenti. Jelent0ségét még fokozza az egyszerti 1éptékndvelés.

A targyalt miveletek tehat megtartjdk az affinkdlcsonhatds nagy specifitasat, ugyanakkor az
elvalasztas gyors, 1éptékndvelhetd és konnyen iranyithat6. Nagy elonyiik tovabba, hogy a feldolgozasi
sorban a végso tisztitas helyett mar az elsd, elvalasztasi szakaszban is alkalmazhatok. Az alkalmazasi
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példak kozott elsGsorban a fermentacios termékeket és a nagyobb 1éptékben végrehajtott

elvalasztasokat targyaljuk.

A hagyomanyos affinkromatografidban a termék szilard hordozéhoz kovalens kotéssel rogzitett

ligandumhoz kapcsolodik (4. abra).
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5.1.1.2. abra: Affinkromatografia-1

Az oldatban jelen 1év6 egyéb szennyez6 fehérjék kotddés nélkiil athaladnak

a kolonnan (5. abra).

5.1.1.3. abra: Affinkromatografia-2

Ezutan kovetkezik az elucio, az eluens olyan koriilményeket teremt (pH, ioner6sség, homérséklet),

ahol az affinkomplex disszocial, és a termék kilép az oszloprol (6. abra).
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5.1.1.4. abra: Affinkromatografia-3

Az affinkromatogrdfia miitkodését az alloképeken tul grafikus animdcioval is bemutatjuk.

AFFINKROMATOGR!/

5.1.1.1. animacio: Az affinkromatografia mikodése

A miuvelet fazisait attekintve megallapithatjuk, hogy az affinkromatografia elnevezés téves, ez a
miuvelet valojaban oszlopban végrehajtott adszorpcio. Hianyzik a komponensek vandorlésa a toltet
feliiletén. Nem értelmezheté a retencids id6 vagy térfogat, a kotott anyag akkor tavozik a toltetrdl,
amikor az eluenssel lemossuk rola. A miivelet célja nem tobb hasonlé komponens szétvalasztasa,
hanem egyetlen komponens elkiilonitése az 0sszes tobbitdl, beleértve a vizet is. A kromatografianal az
oszlop kapacitasanak csak néhany szazalékat hasznaljuk ki, az adszorpciéondl — igy az affin-
kromatografianal is — a telitésre toreksziink. Mindezek alapjan a helyes megnevezés affin-adszorpcid
lenne, de a kromatografia kifejezés annyira mélyen rogziilt mind a magyar, mind a nemzetkozi
szaknyelvben, hogy megvaltoztatasara nincs esély.

Az affinkromatografia gyakorlati, laboratoriumi megvalositasat a festékkromatografia példajan
videofelvételen is bemutatjuk (5.1.1. 1. video). A festékkromatografiar6él részletesen az 5.1.5.
fejezetben esik szo.

FESTEKKROMATOGRAFIA

Q

5.1.1.1. video: Affinkromatografia a gyvakorlatban
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A mivelet terméke altalaban tiszta, az egy lépésben elérhetd tisztitasi tényezd értéke nagy. A
hatékony tisztitas és a jo visszanyerési hatasfok azt sugalljak, hogy ez a technika idealis a fermentalt
fehérjék kinyerésére, de a mivelet alkalmazasanal és léptéknovelésénél az elézéekben felsorolt
korlatozé tényezbket figyelembe kell venni. A korlatot hosszii id6n Keresztiil nem is a folyamat
lassusaga jelentette, hanem az, hogy a nagy oszlopoknal a toltet szemcséi deformalddtak és ezaltal
lerontottak az dramlasi viszonyokat.

A toltetnek szamos, sokszor ellentmond¢ feltételnek kell megfelelnie:

— oldhatatlansag

— merevség

— permeabilitas

— makroszkdpos jelleg

— hidrofil jelleg

— kémiai reakcidba vihet6 csoportok a ligandumok kotéséhez

— minimalis mértéki nem-specifikus adszorpcio

— ellenallo képesség a mikrobioldgiai és enzimes lebontassal szemben
— egyszeri el6allitas vagy beszerezhetOség

Az affinkromatografia (helyesebben affinadszorpcid) értékelését tomoren Osszefoglalva a
kovetkezoket allapithatjuk meg:

Elényok:
— nagy szelektivitas, azaz hatékony tisztitas
—nagy affinitas, azaz nagyon hig oldatokbdl is j6 kihozatallal lehet fehérjét kinyerni.

Hétranyok:
— lasstisag — a nagyméretti fehérjemolekulak lassan diffundalnak
—rdvid élettartam — a ligandumként hasznalt biomolekuldk hamar elbomlanak vagy levalnak
— hozzéaférhet6ség — minden elvalasztasi feladathoz mas toltetet kell kifejleszteni és eldallitani,
ezeket altalaban nem lehet készen megvenni
— problémas a tdltet anyaga — egyszerre kellene makropdrusosnak é€s szilardnak lennie.

Bar a miikodési elv némileg eltérd, mégis ebben a fejezetben kell megemliteni a Sartorius cég altal
kifejlesztett, ligandummal boritott membranokat. A viszonylag olcso reaktiv szinezékeket inert,
szintetikus polimer membranokhoz (pérusméret: 0,45 pm) kototték (7. abra). Az igy létrehozott
sziirbben az athalado oldatbol megkotédik a NAD vagy az ATP-koté fehérje, ami egy masodik,
elucios 1épésben leoldhato. A membranok kapacitisa meglepéen nagy, tejsav-dehidrogenazzal
kalibralva 0,1-0,5 mg/cm?, stabilitasuk is jo, autoklavban sterilezhet6k.
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5.1.1.5. abra: Festékligandumokkal boritott sziirémembran

Nemcsak sziirékorongok formajaban gyartjak, hanem tlizemi léptékben is. Ez utobbi felhaszna-
lashoz egy félfolytonos berendezést is kifejlesztettek, amelyben az egyik dobrol a masikra attekeredd
membranszalag egy sziirdkamran halad at, ahol a folyamatosan bevezetett fehérjeoldattal érintkezik. A
membranon adszorbealt termék egy kovetkezd 1épésben egy mas Gsszetételii oldattal akar ugyanabban
a kamraban is elualhato.

5.1.2. Affin-ultrasziirés

Az affinkoélcsonhatas és a membranos elvalasztas kombinalasabol jott 1étre az affin-ultrasziirésnek,
vagy affin-keresztaramu szlirésnek nevezett miivelet (8. abra).
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5.1.2.1. abra: Az affin-ultrasziirés elve
Az eljaras alapja egy olyan ultrasz(ir6 membran, amely a tisztitando elegy minden komponensére

ateresztd, beleértve a célterméket is. Az elvalasztast tigy valositjak meg, hogy a kivant terméket nagy
molsulyt, de oldhatdé polimeren kotott ligandumokkal (makroligand) kapcsoljak 0ssze. A szennyezo
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anyagok atjutnak a membranon, mig a makroligand komplex mar nem. Az igy tisztitott makroligand-
termék komplex a masodik 1épésben megfeleld ,.elualé” oldattal disszocialtathatd, és ugyanazon a
membranon szirve a fehérje és a makroligand elvalaszthato.

Az affinkétés 1étrehozasa egyszerti. A nyers levet meg kell tisztitani a lebegd részecskéktol
(centrifugalassal vagy sziiréssel), mert ezek zavarjak a membransziirést. Ehhez az oldathoz ugyancsak
oldatban hozzaadva a makroligandot a komplex rovid id6 alatt 1étrejon. Ehhez nem is sziikséges kiilon
reaktor, a sziir6 terében is végbemehet a folyamat, ha megfelel6ek a keverési viszonyok. A membra-
nos elvalasztds utdn a komplex megbontdsanal az affinkromatografidban bevalt modszerek
alkalmazhatok (pH-, ionerésség-, koncentraciovaltozas), csak a harmadik partner, a membran
érzékenységét is figyelembe kell venni. A makroligand és a termék szétvalasztasa utan a polimer Ujra
felhasznalhato, de a recirkulacio el6tt az oldat paramétereit vissza kell allitani az adszorpcié szamara
kedvezé értékre. Ezt is végre lehet hajtani egy kiilon ultrasziirési 1épésben

5.1.2.1. Alkalmazasok

Sikerrel alkalmaztak az affin-ultrasztirést konkanavalin-A kinyerésére névényi magvak (Concavalia
ensiformis) nyers extraktumabdl. ,,Makroligandumként” hével elolt élesztosejteket (Saccharomyces
cerevisiae) hasznaltak. Az ¢leszté sejtfalanak szénhidratlancain ugyanis a konkanavalin affin-
kolesonhatassal kotodik meg. Mosas utan D-gliikoz oldattal (0,8 M) elualva jo tisztitast és kb. 70%-0s
végso kitermelést lehet elérni. A komplexképzést a konkanavalin A (Ms = 102 kD) ¢és az eldlt sejtek
(atlagos atmérd 5 um) kozott egy keverékamraban valdsitottak meg, a puffercserét és a disszociaciot a
membranegységben (vagas: 300-1000 kD) végezték. A szabad fehérjék konnyen 4atléptek a
membranon, mig a sejtekre kotott anyagok visszamaradtak.

A mikrobioldgiai termékek koziil a pékéleszté (Saccharomyces cerevisiae) alkohol-dehidrogenaz
enzimének (ADH) preparalasat irtak le. Ligandumként Cibacron blue-t, egy nukleotid analdg
szerkezetli reaktiv szinezéket immobilizaltak keményitOszemcsék feliiletére. A feltart élesztésejt-
tomegbdl centrifugalassal eltavolitottak a szilard részecskéket, majd hozzaadtak a makroligandumot.
Az elvélasztast 500 kD vagasu hollow fiber sziirével oldottdk meg, az eluciot koncentralt sooldattal
(0,55 M pufferrel) hajtottak végre.

Hasonl6 elvet alkalmaztak az Escherichia coli béta-galaktozidaz enzimének tisztitasanal is. A
rendszer a folyamatos miikodés érdekében két sziir6elemet tartalmazott (adszorpcio-deszorpciod).
Makroligandként az affinkromatografias toltetként forgalmazott p-amino-benzil-1-tio-beta-D-
galaktopiranoziddal szubsztitualt agarozt hasznaltak. A szemcseméret lehet6vé tette, hogy az ultra-
szlirés helyett mikrosziiréssel (20 pm pdrusméret) valasszak el a komplexet. A toltet részecskéit
allando razatéssal tartottdk szuszpenzidban, és ezt a szuszpenziot keringették a két reaktor kozott. Az
adszorpcio pH = 7,3-nél, a deszorpci6é pH = 10-nél tortént. E. coli sejt-homogenizatumbdl kiindulva az
eredo kitermelés elérte a 70%-o0t.

5.1.2.2. Lehetdségek és korlatok

Ugy tiinik, hogy az affin-ultrasziirés elterjedését elsésorban a megfelelé makroligandumok hianya
gatolja. A szemcsékhez kotott ligandumok esetében ugyanazok a problémak lépnek fel, mint az
affinkromatografidnal. Segitséget a flexibilisen kialakithat6é vizoldhaté makroligandumok kifejlesztése
jelent. Minden termék, minden elvélasztdsi probléma mas és mas megoldast igényel.

A hasnyalmirigy proteolitikus enzimeinek (tripszin, kimotripszin) elvélasztasanal a dextrdnhoz
kotott p-amino-benzamidin ligandum (tripszinre specifikus) nem volt sikeres, mert bar affinkomplex
1étrejott, de a dextran alapvazra jelentés mennyiségii kimotripszin szennyezés kot6dott nem-specifikus
adszorpcioval. Tehat nem csak a ligandumok specifitasat kell szem el6tt tartani, hanem az egész
molekula tulajdonsagait az elvalasztasi feladatnak megfelelden sziikséges kialakitani. Ugyanerre a
célra a vizoldhatd akrilamid polimerhez kotott ligandumok jobban bevaltak. A beépitett ligandumok
mennyiségére vonatkoztatva a megkotdtt tripszin ardnya nagy (120 g/g), ez gyakorlatilag szaz-
szazalékos kihasznalast jelent, és joval nagyobb érték, mint amit szilard hordozéval elértek. Raadasul
a homogén fazisban végbemend reakcio sokkal gyorsabb, a komplexképzés gyakorlatilag pillanat-
szerii. A tripszin-ligand ko6tédés 0,5 M argininoldattal konnyen bonthat6. Tripszin-kimotripszin 50—
50%-o0s keverékébdl a tripszin szakaszos mivelettel 90%-os kitermeléssel és 98%-os tisztasagban
nyerhet6 ki. Hasnyalmirigy-extraktumbol hasonld elven, de folytonos miiveletben az aktivitas 45%-at
nyerték ki és a termék elektroforetikusan homogénnek bizonyult.
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Nagy lendiiletet adott a tovabbi fejlesztéseknek, hogy az affinsziiréssel jO elvalasztas és nagy
kihozatal érhet6 el, valamint az, hogy tisztitatlan és nagy viszkozitasu oldatok is feldolgozhatok. Ez a
technika a fermentlé feldolgozasanak elsé szakaszaban is alkalmazhat6. Egy kivalasztott 0j folyamat
kialakitasanal nem annyira a ligandumnak a makromolekuldhoz val6 kotése okoz problémat — erre
szamos kiprobalt modszer all rendelkezésre — hanem inkabb a megfelel6 ligandum kivalasztasa, mivel
ezen mulik a rendszer hatékonysaga, specifitdsa és élettartama is. Ha az alkalmazott makroligand
kevéssé érzékeny a pH-ra, hdmérsékletre, nyirderére stb., akkor szabadabban valaszthatjuk meg a
technologiai paramétereket és hosszabb élettartamra szamithatunk. Ezeknek a feltételeknek els6sorban
a szintetikus ligandumok felelnek meg, a biokémiai eredetli ligandumok altalaban érzékenyebbek és
élettartamuk rovidebb.

Az affinsziirés masik korlatja technoldgiai jellegii: kevés a megfelelé membran, amelynek vagasa,
ateresztése, stabilitdsa, élettartama egyarant kielégité. A stabilitads els6sorban a tisztitds soran
alkalmazott anyagokra értendd, igy a membrannak savas, bazikus, oldoszeres kdzegeket viszonylag
magas hémérsékleten is toleralnia kell. Az igényelt vagasi érték nagy molekulatomegeknél
helyezkedik el (10°-10°%. Téméren fogalmazva az affin-ultrasziirésnél a membrannak a kovetkezd
feltételeket kell teljesitenie:

— nagy permeabilitas vizes kdzegre
— kémiai, mechanikai, és hdstabilitas
— egyszeri tisztithatosag

— ¢les moéltdmeg szerinti vagas

— kis eltomddési hajlam

— hosszu élettartam

— sterilezhetéség.

Kilon ki kell emelni, hogy az eltomédés a biologiai levekkel végrehajtott membranmiiveletek
egyik legnagyobb veszélye. Az affin-ultrasziirés esetében kiilon figyelembe kell venni a makroligand
és a membran esetleges kolcsOnhatasadt. A makromolekulak adszorbealdédhatnak a membransziird
feliiletére, ezaltal sajatos ateresztési paraméterekkel rendelkezd, Un. dinamikus membran jon létre,
aminek kovetkeztében a fluxus jelentdésen csokken. A probléma mds membranmuveleteknél is
felmeriil, és a megoldas is hasonld: a makromolekulakra és a membranra azonos el6jeli
elektrosztatikus toltést célszert felvinni, ezaltal az adszorpcid elkeriilhetd.

Az affin-ultrasziirés elényeinek és nehézségeinek ismeretében valoszintsithetd, hogy elterjedésével
szamolhatunk a jovében.

5.1.3. Affinextrakcio

A fehérjék és enzimek megoszlasa a vizes kétfazisi rendszerekben jol ismert jelenség (Id. a 4.1.5.1.
fejezetet). Ez a megoszlas nagymértékben befolyasolhato, ha a fazisképz6 polimerekhez biospecifikus
vagy csoportspecifikus ligandumokat kapcsolunk (9. abra).

Ha az 6sszes fehérje tulnyomo része az egyik fazisban koncentralodik, akkor a masik, ,.lires” fazis
polimerjéhez a kivant termékre specifikus ligandumot kotve, ez az egy fehérje dasul fel ebben a
fazisban.
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5.1.3.1. abra: Az affinextrakcio elve
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A hagyomanyos vizes kétfazisi extrakcional ahhoz, hogy egy 1épésben kell tisztasagot érhessiink
el, a termék K-értékének meg kell haladnia a harmat, a szennyezéseknél pedig lehetéleg K < 0,1-re
kell torekedni. Affinkolcsonhatasra képes ligandumok beépitésével mindez tovabb bonyolddik. Ez
esetben a megoszlas kvantitativ leirasara a megoszlasi hanyadosok logaritmusanak kiilonbségét
hasznaljak:

Alog K =log K (ligandummal ) —log K (ligandum nélkiil )

J6 hatékonysaggal extrahalhato egy enzim, ha a AlogK>2.
5.1.3.1. Technoldgiai paraméterek

A folyamatot befolyasold paramétereket még csak a triazin-ligandumokra nézve vizsgaltak szélesebb
korben. Ezeknél a legfontosabb paraméterek:

1. A makroligand mennyisége a termékhez viszonyitva. A ligandumkoncentracid ndvelésével a
AlogK egy telitési értéken allandosul.

hanyados értéke csak nagyobb koncentracional kezd el csokkenni, mint a szubsztitualatlan
polimereknél, igy a kiilonbség (AlogK) ndvekszik.

3. Sok hatasa. A jelen 1évo sok altalaban csokkentik az affinmegoszlds mértékét. Erre a
korlilményre nem adhato altaldnos szabaly, a hatas er0sen valtozik az enzim, a ligandum, az

crcr

4. pH. A AlogK-értékek erdsen valtoznak a pH fiiggvényében. Altaliban alacsony pH-nal (pH <
pl) az affinmegoszlas mértéke novekszik.

5. Hémérséklet. altalanos tapasztalat, hogy a homérséklet novelésével a AlogK csokken. a
vizsgalhato tartomany -2 — +60 °C. A legtobb enzim stabilitasa a polimerek jelenlétében javul,
igy magasabb technologiai hdmérséklet engedhetd meg.

6. Az egyes szinezékek eltérd affinitassal kotik az enzimeket, igy a kotécsoportok anyagi
mindsége is nagymértékben befolyasolja a megoszlast.

7. A polimerek méltomegének valtoztatasaval befolyasolhatd a AlogK értéke, de ez csak sziik
hatarok kozott mozog.

Az egyes fehérjék affinextrakcidja nem tervezheté pontosan, de a fenti szempontok figyelembe-
vételével tervezett, modszeres kisérletekkel optimalhato.

Az eddigi fejtegetések és mérési eredmények egyszeri extrakcidra vonatkoztak. A tisztitasi
technoldgia hatékonysaga nagymértékben javithatd tobb extrakcios 1épés Osszekapcsolasaval, esetleg
folytonositasaval. Az adott feladatnak megfelel6en tobbféle kiegészité miivelet johet szamitasba:

1. A nagy K-értékli szennyezések eltavolitasara eldzetes extrakcidt alkalmazhatunk ligandum
nélkiili PEG felso fazissal. [gy némi termékveszteség aran a tisztasag lényegesen novelheto.

2. A szennyezd anyagok mennyiségét célzottan csokkenteni lehet, ha az eldzetes extrakciot egy
masfajta makroliganddal hajtjak végre, amely nem a termékre, hanem valamely nehezen
elvalaszthat6 fehérjére specifikus.

3. A kihozatal tetszés szerint javithatd az extrakcio tobbszori megismétlésével, a felsé fazis
cseréjével. Igy az als6 fazisban alig marad enzim, viszont megné a térfogat és az atvitt
szennyezések mennyisége.

4. A tisztitds javitasa érdekében viszont az extrakcid utan a terméket tartalmazo felsé fazist
célszerli tobbszor mosni friss, fehérjementes dextran oldattal. Az atvitt fehérjék koziil
elsésorban a kevésbé k6tddo szennyezések oldodnak vissza, mig a termék nagyobb megoszlasi
hanyadosa miatt csak kisebb mértékben oldodik. A felsorolt technologiai 1épések tetszéleges
varialasaval sokféle, a lehetséges termékek széles korére alkalmazhatd, gazdasagilag optimalt
technologia alakithato ki.
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Az extrakciés mivelethez hozzatartozik még a termék elvalasztasa a fazisképzé makro-
molekulatol, és a polimer esetleges visszanyerése és Ujrafelhasznalasa is.

A felsé fazisbol a termék kinyerésére a legegyszertibb és leggazdasagosabb mddszer a séadagolas.
Az elvalasztott makroligandos fazishoz minimum 15% szilard foszfatsot adnak, amely pH = 7-9
kozotti értéket eredményez (itt a AlogK-érték kicsi). A sok hatasara tjabb két vizes fazis keletkezik,
amelyben a fehérjék tulnyomo tobbsége az also, sdoldatfazisban dusul fel. Az elvalasztott alsé fazis
diasziiréses vagy dializises somentesités utan tovabb feldolgozhato.
pufferrel. (A pH az el6zéekhez hasonloan 7-9). Ettél az affink6lcsonhatas visszaszorul, és az oldat
viszkozitasa is olyan mértékben lecsokken, hogy ioncserél6 oszlopra viheté. A PEG és a fehérjék egy
része nem kotodik az oszlopon, ezek pufferrel kimoshatok, majd a termék és a makroligand névekvd

Altaldban a polimerek visszanyerése nehézkes és munkaigényes feladat, a tiszta anyagok magas
piaci ara ellenére sem egyértelmiien gazdasagos.

Az affinextrakcio léptéknovelése — a vizes kétfazisti exrakcidhoz hasonléan — nem iitkdzik
nehézségekbe. Néhany literes nagysdgrendben még razoétdlcsérben is megoldhatd. Az egyensuly
gyorsan beall (kb. egy perc), a fazisok szétvalasa spontan 30—60 perc alatt kdvetkezik be, ez az ido
preparativ centrifugaban enyhe centrifugalas mellett is néhany percre rovidithetd. Nagyobb
térfogatoknal keverével ellatott késziiléket sziikséges alkalmazni, a fazisok elkiiloniilése itt mar tobb
ordig is eltarthat. Ehelyett célszerli a vegyiparban hasznalatos szeparatorcentrifugak valamelyikét
alkalmazni.

A mivelet a hagyomanyos extrakciohoz és a vizes kétfazisu extrakcidhoz hasonléan folytono-

sithatd, a folytonos tizem valamennyi elényével egyiitt. A gyakorlatban a gliikoz-6-foszfat-dehidro-
genaz és a tejsav-dehidrogenaz folytonos affinextrakciojat valdsitottdk meg.
Kulcskérdés a polimerek regeneraldsa és ujrafelhasznalasa. A PEG és a ligand-PEG esetében ez
megoldhatd, ha a felsd fazis kevés fehérjét tartalmaz. A PEG tartalma fazisbol sémentesités vagy
kloroformos extrakci6 utan a polimer Gjra felhasznalhatd. Az als6 fazisképzo regeneralasa viszont nem
gazdasagos, mivel talsagosan sok fehérjét, membrananyagot és sejttormeléket tartalmaz. Valamelyes
megtakaritast jelenthet, hogy a hidroxi-propil-keményité biologiailag jol lebonthatdo anyag, s6t
elfogadott takarméanyadalék. fgy a fehérjével és mas sejtanyagokkal , dusitott” also fazis allati
takarmanyozasra hasznalhato

5.1.3.2. Alkalmazasok

Tripszin elvalasztasara vizes kétfazisi PEG-dextran rendszert alkalmaztak. Ligandum nélkiil bevitt
10™ M tripszin oldathol csak az aktivitds 40%-4t tudtak a felsd, PEG-fazisbol viszonylag tisztan
kinyerni. Ha a PEG-hez p-amino-benzamidint (szintetikus szubsztrat analdg, egyuttal er6sen kot6déd
inhibitor) kapcsoltak, az igy 1étrehozott makroliganddal a kihozatal 92%-ra névekedett.

Human vérszérumbol az albuminfrakcié elvalasztasira a bevalt PEG-dextran rendszert
alkalmaztak, de a PEG-molekuldkat palmitinsav ligandummal szubsztitualtdk. Igen jo szelektivitast
sikeriilt elérni, az albumin 90%-ban a felsé fazisban k6t6dott, mig az dsszes tobbi fehérje gyakorlatilag
teljesen a dextran fazisban maradt.

Triazin szinezékek felhasznalasaval pékéleszté (Saccharomyces cerevisiae) glikolitikus enzimeit
nyerték ki PEG-dextran rendszerben. A gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz kb. 95%-o0s kihozatallal
nyerhet6 ki, a foszfo-frukto-kinaz 58-szoros tisztitassal és 67%-os végs6 kitermeléssel preparalhato.

A legnagyobb Iéptékii publikalt gyartasban egy lépésben 45 kg Candida boidini sejttomeget
dolgoztak fel egy 200 1 hasznos térfogati keverds extraktorban. A PEG-molekulakhoz Procion Red
HE-3B ligandumokat kapcsoltak, ennek segitségével 450 000 egységnyi formiat-dehidrogenaz
enzimet nyertek Kki.

5.1.3.3. Lehetoségek és korlatok

Az affinextrakcié alkalmazasat, elterjedését korlatozo tényezOk nem annyira technikai, mint inkabb
gazdasagi jellegiiek. Miszakilag nem jelent problémat az egyszerii berendezések kialakitasa, a
1éptékndvelés is konnyen megoldhatd. Nehézséget okoz viszont a fazisképzd polimerek ara és a
makroligandumok hianya. A dextran esetében az olcsobb nyers termék nem megfeleld erre a célra,
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mivel nagy moltdbmege miatt nagy az oldat viszkozitdsa. A kisebb molekuldju frakciok kezelhetd
viszkozitasu oldatot adnak, viszont kdltségesek.

Nagyobb 1éptékben csakis olyan ligand-polimer johet szamitasba, amely mérsékelt koltséggel
allithat6 el6. Ennek a feltételnek leginkabb a triazin szinezékekkel szubsztitualt polimerek felelnek
meg, és ezeket mar sikeresen alkalmaztak dehidrogenazok és kinazok kinyerésére.

A makroligandok jelenleg a kereskedelemben nem kaphatok, eldéllitadsuk az alkalmazo feladata.
Beszerezhet6k viszont olyan szubsztitualt polimerek, amelyekhez egyszeriibben kapcsolhatok a
ligandumok (N-amino-dextran, oktadecil-amino-dextran, oktadecil-amid-dextran, PEG-monopalmitat,
etilén-diamin-PEG, trimetil-amino-PEG, PEG-szulfonat), viszont ezek ara is koltségnoveld tényezd. A
ligandumokat tekintve a szintetikus molekuldk ara és élettartama sokkal kedvezdbb, mint a biokémiai
eredetii csoportoké, igy a gazdasagi kényszer ezeket tolja el6térbe, még ha szelektivitisuk nem is
tokéletes.

5.1.4. Affinkicsapas

Az affinkicsapas soran a szelektiv ligandum—fehérje kolcsonhatast arra hasznaljak fel, hogy a 1étrejott
komplex magatdl, vagy enyhe kiilsé behatasra kicsapddjon, ezaltal a bonyolult fehérjeelvalasztasi
probléma szildrd—folyadék fazis-szétvalasztasi miiveletté egyszertisodik. A megfogalmazott feladat
két, elvileg kiilonboz6 tton valdsithatd meg. Az egyik ut két, megfeleld hosszisagii molekulalanccal
0sszekotott ligandum (homobifunkciés ligandum) segitségével hozza létre a csapadékot. A masik
lehet6ség az eddigiekben sokszor emlitett polifunkcidos makroligandumon alapul, de ennek a
makromolekuldnak olyan sajatossagokkal kell rendelkeznie, hogy a koriilmények megvaltoztatasdnak
hatasara kicsapodjon (heteropolifunkcids ligandum). Szintén affinprecipitacionak nevezik azt az
eljarast is, amelyben az oldott fehérjék gélben mozognak koncentraciogradiens (difftizio) vagy
elektromos tér (elektroforézis) hatasara, ahol is affinkdlcsonhatasra képes partnerrel talalkozva
kicsapodnak, a mozgas megall, és az igy 1étrejott zonak festési eljarasokkal lathatova tehetdk. Ez az
eljaras csak vizsgalati modszer, elvalasztasi miiveletként nem johet szoba.

5.1.4.1. Affin-kicsapds homobifunkcios ligandumokkal

Ez a technika az immunologiai csapadékképzési moddszereket és az affinkromatografianal bevalt
kolcsonhatasokat kisérli meg egyesiteni. A két 6sszekotott, egyforma ligandum (leggyakrabban NAD)
két enzim megfeleld kotéhelyéhez kapcsolodik, ezaltal dimer fehérje jon 1étre. Mivel legtobbszor ez
még oldhato, csapadék csak akkor képzédik, ha az enzimnek tobb kétbhelye is van (pl. 6Gnmagaban is
oligomer), és a kettds kapcsolatok rendszerébdl egy nagy aggregatum alakul ki. Mindez behatérolja az
alkalmazasi kort, de ugyanakkor a lehetséges tisztitdsi és analitikai felhasznalas mellett ezzel a
modszerrel az enzimek molekularis felépitésérdl és alegységeirdl is informaciot szerezhetiink.

A homobifunkcids csapadékképzés kritikus pontja a ligandum csoportokat 6sszekotd szénlanc hossza.
Ha a kot6 szakasz tulsagosan rovid, a molekula nem képes 0sszekotni a két kiilonallo fehérjét. Ennek
kiilondsen akkor van jelentdsége, ha az aktiv hely az enzim “feliiletének” egy ,,bemélyedésében”
talalhat6. Ha az Osszekottetés tul hosszi, felléphet a lanc ,,visszahajlasdnak™ (az affinkromatografiabol
is ismeretes) jelensége, ami a ligandum sztérikus arnyékoldsival jarhat. Hosszu molekulanal
eléfordulhat az is, hogy mindkét ligandum egyazon enzim aktiv centrumaihoz kapcsolodik. Ez érdekes
lehet az enzim struktarajanak megismerése szempontjabol, de csapadék semmiképpen sem képzodik.
A legaltalanosabban hasznalt ligandum az Gn. Bis-NAD (N2,N2 adipinsav-dihidrazido-bis (N6-
karboximetil-NAD)) 6sszekoté szakasza pl. 1,7 nm hosszasaga.

Sok enzimnél a kiilonbdzé kotéhelyek szerkezete, igy kotoképessége is Osszefiigg egymassal. {gy
a dehidrogenazokndl a szubsztrat kotéhely és a NAD koenzim (helyesebben koszubsztrat)
befolyasoljak egymas aktivitasat. Tejsav-dehidrogenaz esetében pl. a szubsztrat (piruvat) jelenlétében
a ligandum ké&tés nagysagrendekkel erdsebbé valik.

Fontos paraméter a ligandum-kotdhely arany is. Elvileg a sztochiometriai egyenlGség esetén
maximalis a csapadékképzés, a gyakorlatban a sok alegységbdl allo6 enzimeknél (pl. glutamat-
dehidrogenaz (GDH), amely hexamer) mar joval kisebb mennyiség is elegend6. A kicsapddott
feleslegben adott szabad ligandum oldatba viszi a fehérjét, amely ezutdn a kis molekulatomegii
anyagoktol gélkromatografidval valaszthato el.
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Alkalmazdsok A médszer — minden bizonnyal a homobifunkciés ligandumok magas ara miatt —
eddig csak laboratoriumi méretekben terjedt el, a néhany grammos feldolgozott anyagmennyiség
legfoljebb a preparativ jelzot érdemli ki.

Legtobbet a tejsav-dehidrogenaz (LDH) enzim tisztitasaval foglalkoztak. Vizsgaltak a
csapadékképzés paramétereit a bis-NAD vegyiiletekkel és triazin szinezékkel. Ez utdbbiaknal nem
egyszertien két szinezékmolekulat kapcsoltak Ossze, hanem p-amino-benzolszulfonsav csoport
bevitelével (szintén nukleotid-analdg) alakitottak ki a masodik ligandumként miikodé szerkezetet. A
NAD-dependens enzimek koziil vizsgalatok folytak a mar emlitett GDH kicsapdsara is. Lektin jellegii
bis-ligandumként alkalmazhaté az N,N'-bis-3-(dihidroxi-boril-benzil)-adipamid. A bérsavvegyiiletek
komplexképzésre hajlamosak a szénhidratok vicinalis hidroxil csoportjaival.

5.1.4.2. Affinkicsapds heteropolifunkcios ligandumokkal

A mobdszer alapja egy kettés tulajdonsagi makromolekula. Az egyik funkcidja az, hogy
affinkdlcsonhatasokra képes ligandumokat tartalmaz, ezaltal szelektiven magahoz kapcsolja a kivant
terméket. Ennyiben megegyezik az eddigiekben leirt makroligandumokkal. A masodik funkci6é abban
all, hogy ez a makromolekula a kdrnyezet enyhe megvaltoztatasara (pl. hdmérséklet, pH, ionerdsség
valtozas, keresztkotést 1étrehozé molekula megjelenése) kicsapodik. A csapadékképzésnek a fehérjék
jelenlétében is végbe kell mennie, a valtozas pedig nem karosithatja a termék biologiai aktivitasat (10.
abra).

A csapadék létrejotte utan azt el kell valasztani az oldatban maradt szennyezésektdl (leggyak-
rabban centrifugalassal, néha szliréssel vagy flotalassal). A kimosott szilard fazis megfeleld koriil-
mények kozott ujra feloldodik, és ebben az oldatban kovetkezik az affinkomplex megbontasa, vagy a
korilmények megvaltoztatasaval, vagy kompetitiv vegyliletek (pl. szubsztrat) bevitelével. Optimalis
esetben a makromolekula ujra kicsaphato, ezuttal a termék nélkiil. Ezzel az egyszerii elvalasztassal
egyrészt nagy tisztasagban kapjuk a terméket, masrészt a makroligand (némi mosas utan) Ujra
felhasznalhato.

A hagyomanyos affinkromatografiaval Osszehasonlitva az affinkicsapas legnagyobb elénye a
gyorsasagaban rejlik, ami a nagyobb Iéptékeknél szembetiing. Szabad oldatban a kapcsolat a
ligandumok ¢és a céltermékek kozott gyorsabban 1étrejon, mint a kromatografianal. Az elsé 1épés a
csapadékképzéssel egyiitt sem tart tovabb egy oranal, az alkalmazott 1éptéktdl fiiggetleniil. Az
affinkromatografianal a térfogatsebesség gyakran csak 50 ml/cm?h, ami 0,5 m kolonnaatméré mellett
azt jelenti, hogy 500 I oldat felvitele ~ 5 oraba telik, az eltcid is kb. ugyanennyi id6t vesz igénybe, és
ezekhez adodik még a mosas és regeneralas ideje is.

Kiilonosen hasznos a precipitacios technika akkor, ha az érzékeny terméket gyorsan el kell
tavolitani a karositd hatasu kozegh6l (pl. proteazokat tartalmazoé homogenizatumbo6l). A kromatogra-
fias elvalasztas altalaban csak a végsO tisztitasban kap szerepet, ahol mar tiszta oldatokbol kell
kinyerni a terméket. A csapadékképzés viszont a feldolgozasi technologia korabbi szakaszaiban is
alkalmazhato.

MAKROLIGAND FEHERJEK

$OYE oy DFE;‘@ -
Ca a<g , mm

FEHERJE- CSAPADEK

/

5.1.4.2.1. abra: Az affinkicsapas elve

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




182 Fermentacios feldolgozasi technikak

A disszociacios dallando szerepe: A miveletet befolyasold paraméterek jelentdsen eltérnek az
affinkromatografianal felsoroltaktél. Homogén fazisban nincs szerepe a tdmegatadasnak ¢és a térbeli
gatlasoknak. Fontosabba valik ugyanakkor a disszociacids allando, valamint az enzim- és ligandum-

crer

valtoztathatd. Homogén oldatban az affink6lcsonhatas a kovetkezéképpen irhato le:

hordozo —ligand + fehérje &= affinkomplex

Az egyensulyi folyamatot jellemz0 egyensulyi allando:

ahol: L — szabad ligandum koncentracio
F — szabad fehérje koncentracio
X —alétrejott affinkomplex koncentracioja

A fehérjefeldolgozasnal a keresett enzim molaris koncentracidja altalaban nagyon kicsi, sokszor a
10°-t sem éri el. Ennek ellenstlyozasira a teljes enzimmennyiség megkotéséhez nagy ligandum-
koncentraciora lenne sziikség, ennek bedllitdsa azonban nehézségekbe iitkozik. A hordozé makro-
molekulara csak korlatozottan lehet ligandumokat felvinni, az 6ssztomegnek csak néhany szazaléka a
ligandum. A makroligand oldat koncentracigja is csak néhany szazalékos lehet, azaz a ligandumok
molaris koncentracioja is kicsi. fgy j6 hatasfoku levalasztast csak akkor remélhetiink, ha a K, értéke
kisebb, mint Lo, azaz lehetéleg 10 alatt van. Affinkdlcsonhatasoknél ilyen erés kotédés egyaltalan
nem ritka.

A kicsapas kériilményei Az affinkicsapas egyik kényes pontja a csapadékképzés koriilményeinek
beallitdsa. A miivelet soran gy kell megvaltoztatni a paramétereket, hogy a ligandumokat hordozo
polimer kicsapodjon. Ugyanakkor az enzim-ligandum komplex nem disszocialhat, és a szennyezd
egyéb fehérjék sem csapodhatnak ki.

A fehérjék kicsapasa fizikai hatasokkal jol ismert, de nem eléggé specifikus eljaras. Megvalo-
sithatd pH-allitassal (izoelektromos pont), kisdzassal (pl. ammonium-szulfattal), olddszerrel (etanol,
aceton) vagy ellentétes t6ltésii polielektrolit hozzaadasaval. Az affin-kicsapasnal viszont nem maga a
fehérje csapodik ki, hanem a ligandot hordozo polimer, ami merében mas megkozelitést tesz
sziikségessé. A vizoldhato és egyszerlien kicsaphatd polimerek kore eléggé sziik, ezért kdnnyen
attekintheto:

A) Sav hatasara kicsap6dd polimerek. Ezek olyan gyenge savcsoportokat tartalmaznak, amelyek
disszociacioja er6s savak (pH-csokkenés) hatasara visszaszorul, és az ionizacidé megsziintével
oldhatosag erdsen csokken. gy viselkedik példaul az N-akril-p-amino-benzoésav és akrilamid
kopolimerizaciojaval létrehozott makromolekula. Megfelel6 ligandum bevitelével pH = 8,0-nal
tripszin kotheté meg, mig sav adagolasara pH = 4,0-nal a komplex kicsapodik. Mas célra fejlesztették
ki (gyogyszeripari drazsirozé segédanyag), de hasonléan mukddik az EUDARGIT termékcsalad
harom tagja (L100, S100, L300). Ezek metakrilsav €s akrilészterek kopolimerjei, oldhatosagi hataruk
pH 5,5-7 kozé esik. Természetes eredetii polimer az alginat, amely savas kozeg (pH = 2,6), ill. Ca**
ionok hatasara kicsapodik. Aminocsoportjai miatt forditott viselkedésti a kitozan: bazikus koriil-
mények kozott oldhatatlan, és pH = 6,5 alatt oldodik. A kitozan ligandum nélkiil is alkalmazhato, jol
koti a lektin jellegti fehérjéket.

B) Hoémérséklet-valtozas hatasara kicsapédo polimerek. A hiités kovetkeztében kicsapodo
polimereket nem alkalmaztak erre a célra, feltehetéen az erés nem-specifikus adszorpcié miatt.
Melegités hatasara egyetlen vizoldhatod polimer rendszer precipital: a poli-(N-izopropil-akrilamid). A
kritikus hémérsékletkiiszob a biologiailag elfogadhatod tartomanyba esik, a homopolimernél 32 °C.
Kopolimerizacidval, illetve mas paraméterek megvaltoztatasaval ez a hdmérséklet szinte tetszés szerint
szabalyozhato.
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5.1.4.2.2. dbra: Kézmeleg hatasdra kicsapodo N-izopropil-akrilamid

C) lonerésség, polaritas valtoztatasa. Az ioner6sség novelésével egyes polimerek kicsaphatok, de
nagy a kockazata annak, hogy a ligand-enzim komplex disszocial. Az affinkromatografianal tipikus
eluciés modszer a sogradiens alkalmazésa, és ugyanez a disszocidcios hatds oldhaté hordozoknal is
fellép. Emiatt a kisozast 6nmagaban sehol sem alkalmaztak. Részletesen vizsgaltak viszont a poli-(N-
izopropil-akrilamid) viselkedését a homérséklet-valtozas ¢és a soOkoncentracio fiiggvényében.
Megallapitottak, hogy minden szazaléknyi NaCl hozzaadasaval 2,3 °C-kal csokken a kicsapodas
hémérséklete. Sdéadagolas hianyaban a kivald polimer olyan kolloidot ad, amely gyakorlatilag nem
izolalhat6, igy kis mennyiségii s6 hozzdadasara feltétleniil sziikség van.

Egyes esetekben az oldoszeres kicsapas is eredményes lehet. Pullulandz enzim esetében a
makroligandum maga a szubsztrat, a pullulan. Az enzim-szubsztrat komplex masfélszeres mennyiségii
-8 °C-os etanol hozzaadasara kicsapodik és elvalaszthato.

D) Specifikus, keresztkotéseket létrehozd agensek alkalmazasa. A ligandumokat hordozo
polimerlanc kdlcsonhatasba 1éphet mas molekuldkkal is, ami térhalésodashoz és ezaltal csapadék-
képzdédéshez vezethet. Ilyen célra kihaszndlhatok pl. a szénhidrat—lektin kolcsonhatasok. A Blue
Dextran-DLH komplex kicsapasat Concanavalin-A hatésara irtak le.

A visszanyeres koriilményei: Elvileg az lenne célszer(i, ha ugy lehetne visszanyerni az enzimet,
hogy kozben a makroligand szildrd fdzisban marad. Ez esetben a disszocidci6 és a komplex két
komponensének fizikai szétvalasztisa egy Iépésben valdsulna meg. A gyakorlatban ez ritkdn
valosithatd meg. A tripszin izolalasanal savas hatdsra kicsap6d6é makroligandummal az enzim pH = 8-
nal koétédik optimalisan, pH = 4-nél a komplex kicsapodik, €s igy elvalaszthatd; tovabb savanyitva pH
= 2-nél disszocial, ezaltal a termék mintegy ,,lemoshat6” a csapadékrol. A tobbi leirt esetben a
disszociacio csak a komplex Ujraoldasaval valdsithatd meg. A komplex bontasara az affinkroma-
tografianal bevalt hatasokat alkalmazhatjuk. Nem specifikus elaciot lehet elérni névekvé sdkon-
centracidval, ami jol alkalmazhatd az affinkicsapasnal is. Szelektivebb, bar dragabb eljarés, hogy a
kotéhelyért versengd molekulakkal bontjak meg a komplexet. Erre tobb példa is akad: tripszin eseté-
ben az arginin vagy m-amino-benzamidin, a tejsav-dehidrogendznal a NADH valt be legjobban.

Az affinkicsapdsos eljarasok hatasfoka meglepben jo, a kiilonb6zé szerzék 80-95%-0s
visszanyerésrol szamoltak be.

Lehetdségek és korldtok: Az eddigiek alapjan lathato, hogy az affinkicsapas hatékony technika a
preparativ enzimtisztitds terén. Ez a miivelet igéri nagy Iéptékben a makroligandumok
leggazdasagosabb alkalmazasat a gyors és specifikus fehérje elvalasztasban. Lehetségesnek tiinik,
hogy az affinkicsapas a fehérjék és egyéb bioldgiai anyagok nagyobb Iéptékii tisztitdsaban szélesebb
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korben is elterjed, de a fejlesztés az affinsziiréssel és az affinextrakcidval Gsszehasonlitva mindmaig
lassabb, pedig a technikanak szamos elénye van.

— Specifikus és egy 1épésben jelentOs tisztitast lehet elérni.

— Egy céltermék eltavolitasa utan az oldat tovabb feldolgozhatoé mas termékek kinyerésére.

— Alligand-polimer ujrafelhasznalasaval a folyamat gazdasagossa tehetd.

— A homogén fazisban végbemend ligandum—fehérje kdlcsonhatas egyrészt gyorsabb, masrészt
jobban kihasznaélja a bevitt ligandumokat.

— Nem igényel kiilonleges berendezéseket

— A késziilékek 1éptékndvelése sem okoz problémat.

5.1.5. Szintetikus ligandumok

Az affinelvalasztasok fejlesztésében tartds kutatdsi irdny, hogy egyszert szerkezeti, kémiai titon
eldallithato, robusztus, hosszu élettartamu ligandumokat talaljanak az elvalasztasokhoz.

A ligandumfejlesztés egyik utja a festékligandumok alkalmazasa. Neviiket onnan kaptak, hogy
ezek a vegyiiletek eredetileg textilfestékek, és csak tobb évtizedes hasznalat utdn ismerték fel
biokémiai aktivitasukat. Ez a vegyiilet csalad a klor-triazin tipusu festékek kozé tartozik, amelyekrol
kideriilt, hogy nukleotidanalogok. Szerkezeti hasonlosaguk az adenint tartalmaz6 molekulakkal jol
felismerhet6 (12. abra).

5.1.5.1. abra: NAD és a Cibacrone Blue F3G-A szerkezetének osszehasonlitasa
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5.1.5.2. abra: Festékligandumok kémiai szerkezete (katalogusoldal)

Mindkét vegyiiletben talalhaté egy Ot nitrogénatomot tartalmazoé heterociklusos részlet, valamint
két erés savcsoport (a NAD-ban két foszforsav, a festékmolekulaban két szulfonsavcsoport).
Ezeken a ligandumokon mindazon enzimek megkoétddhetnek, amelyeknek NAD (vagy ATP) koto-
helye van, tehat elsdsorban az oxidoreduktazok, ligazok, kinazok, foszfotranszferazok, foszfo-
diészterazok, nukleinsav szintazok és nukleazok. A festékligandumok nem specifikusak egy bizonyos
enzimre, alkalmazéasukat mar tobb szaz fehérje megkdtésére leirtdk. Az elvalasztas szelektivitasat mas
uton javithatjuk:

— akotddés paramétereinek optimalasaval (pH, ioner6sség, koncentraciok, polaritas).

— amegfeleld festéklignadum kivalasztasaval (a Cibacron sorozat, €s a Procion sorozat tobb tucat
kiilonb6z6 molekulat tartalmaz, ezek koziil néhanyat mutat be az alabbi katalogusoldal, 13.
abra).

A ligandumfejlesztés masik eredménye fémkelat ligandumok kifejlesztése. Ez azon alapul, hogy a
jo komplexképz6 fémek (Ni, Cu) hajlamosak a fehérjék hisztidin aminosavainak nitrogénjeivel
kolcsonhatasba 1épni. Egymas melletti hisztidinek ([His], szakasz) t6bbszords kapcsolodassal stabil
kotést 1étesitenek, ami lehetové teszi a fehérje izolalasat. Ehhez a fémionokat a ,,masik oldalr6l”
megfelelen rogziteni kell a hordozohoz. Erre a célra imino-triecetsavat, mas néven nitrilo-triecetsavat
alkalmaznak (14. abra).
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5.1.5.3. abra: Ni-nitrilo-triecetsav ligandum

A Ni% jon hat lehetséges kotése koziil néggyel az imino-ecetsav oxigén- és nitrogénatomjaihoz
kapcsolodik, a fennmarado kettdvel képes tovabbi kotésekre. Ide kapcsolodhat a hisztidinek nitrogénje
(15. abra).
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5.1.5.4. abra: A (His), lanc és a Ni ligandum kapcsolodasa

A természetben el6forduld fehérjék kozott nem gyakori a poli-His szekvencia el6fordulasa. A
rekombinans fehérjék eldallitasanal viszont modunk van a fehérjék aminosavsorrendjének szinte
tetszés szerinti megvaltoztatasara (fehérjemérndkség — protein engineering). Ennek soran viszonylag
egyszerien megoldhat6é egy 6—12 hisztidint tartalmazo6 szakasz hozzaépitése a kivant fehérjéhez. Az
ilyen fehérjét azutan igen hatékonyan és szelektiven valaszthatjuk el fémkelat kromatografias
oszlopon. Ez az eljaras iskolapéldaja annak, hogy a fehérjemérnokség nem csak a fehérjék gyartasat
(pl. szignal peptid beépitésével intracellularis fehérjét extracellularissa tehetiink), illetve a kész fehérje
tulajdonsagait valtoztatja meg, de a feldolgozast is egyszerlibbé teheti.

5.2. Elektroforézis-technikdk

Az elektroforézis olyan elvalasztasi technika, amelynek alapja az ionok elektromos térbeli mozgé-
konysaga. Az ionok vandorlasi sebessége, elmozdulasa kiilonb6zo, ezért lehetséges az elvalasztasuk.

Az elektroforézis alapfogalma az elektroforetikus mozgékonysag. Induljunk ki egy részecskébdl —
ez lehet egy molekula, szervetlen vagy szerves részecske, mikroorganizmus vagy egy emlGssejt —
amely egy puffer oldatban talalhaté, homogén és allandd elektromos térben. Ha a részecske adott
elektromos toltéssel rendelkezik, az elektromos térben elmozdul, méghozza a felé az elektrod felé,
amelyik a t6ltésével ellentétes. A mozgatoerd fligg a molekula nettd elektromos toltésétdl (q), és az
elektromos térerésségtol (E).
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5.2.1. abra: Toltéssel rendelkezo részecskek elmozdulasa elektromos erdtérben

Az elektromos térer0sség gyorsitja a molekulat, a mozgassal szemben azonban fellép a
kozegellenallas, ami fékezi az elmozdulast. A novekvd sebességgel egyre nagyobb lesz az ellenallas,
mig a két er6 egyenl6vé nem valik. Ekkor (rdvid gyorsuld tranziens szakasz utdn) a sebesség
allandosul. A jelenség analog a centrifugéalassal: ott is egy gyorsitd erd, és a kozegellenallds alakit ki
egy allanddsult vandorlasi sebességet. Az erdegyensulyt felirhatjuk

I:elektromos = dezegellenéllés

formaban. Részletezve:
gE =3dznv

ahol: g - a molekula t6ltése

E — a térerGsség

d — a molekula 4tméréje

n — a kozeg (puffer/gél) viszkozitasa/térhalossaga
v —a molekula mozgasi sebessége

A kozegellenallas ebben a tartomanyban a molekula keriiletével (dm) és a sebesség elsd
hatvanyaval aranyos. Az allanddosult mozgasi sebesség tehat:

qE
V=—=
3dzn a

Az anyagi jellemzdket egy paraméterben (u = elektroforetikus mozgékonysag) foglaltuk dssze. A
mozgékonysag szempontjabol fontos jellemzd a fehérjék nettod elektromos toltése, amit alapvetéen a
pH hataroz meg (Id. 4.4.1.1. fejezet), de a kornyezd puffer ioneréssége és mas tulajdonsagai is
befolyasolnak. A masik, az adott molekulara jellemz0 paraméter a méret, ami atmérdként, ponto-
sabban egyenértékli atméroként szerepel az Osszefiiggésben. Az elmozdulas, azaz az elvalasztas tehat
alapesetben két paramétert6l fiigg: a toltéstol és a mérettdl. Az egyes technikakkal elérhetjiik, hogy
csak toltés szerinti, vagy csak méret szerinti elvalasztast valdsithassunk meg.

Az elektroforézis miveletét a futtatd kozeg jellege szerint tobb kategoriaba sorolhatjuk:

o free flow elektroforézis
o gélelektroforézis
e kapillaris elektroforézis

5.2.1. Free flow (szabad folyasu) elektroforézis

A szabadon folyd elektroforézis (FFE) egy folyékony (nem gélesitett) pufferben folyamatosan
szeparalja a minta komponenseit. Ezért a FFE elvalasztas esetén a mintakomponensek nettd
elektromos toltése a legfontosabb a mozgékonysagot meghatarozo tényezok koziil.

A ,,szabadon folyo” kifejezés azt is jelenti, hogy a puffer folyamatosan aramlik, és az elvalasztas is
folyamatos. Az elvalasztando fehérjeoldatot folyamatosan taplaljak be, és a szétvalasztott kompo-
nensek is folyamatosan tavoznak.

Az elvalasztas ugy jon létre, hogy a hordozé puffer egy lapos folyadékcellan aramlik at. Az
aramlasi kép idealis esetben teljesen homogén, parhuzamos és allando sebességii. A cella egyik olda-
lan teljes szélességben folyik a puffer betaplalasa, a szemben 1év6 oldalon pedig az elvétele. Az elvétel
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sok, szorosan egymas mellé helyezett csGvégen /résen keresztiil torténik, igy vezetik el az elkiilonitett
frakciokat. Az elvalasztand6 mintat a belépési oldal egy meghatarozott pontjan keverik a pufferhez. A
cella masik két oldalat alkotjak az elektrodak, amelyekre fesziiltséget adva, az aramlas iranyara
merdlegesen homogén elektromos tér alakul ki. Ennek hatasara a mintakomponensek toltésiiknek
megfelel6en elmozdulnak az egyik vagy a masik elektrod felé (2. abra).

Minta betaplalas

| s Puffer-
’ aramlas

'-\_'/ \ “‘\"‘
Frakciok elvétele

5.2.1.1. abra: A szabadon folyo elektroforézis miikodési elve

A molekula elmozdulasa e két vektor eredéje. Az aramlasi sebesség, az abran fiiggéleges iranyu
mozgas minden molekulanal azonos. Kiilonbség a keresztiranyu mozgasban van, ennek mértéke
elsdsorban a toltéstdl fiigg.

A miivelet technikai megvalodsitasa, a berendezés kialakitasa bonyolult, sok szempontot kell
figyelembe venni, sok nehézséget kell legy6zni. Az els6é mindjart az egyenletes dramlds biztositasa. A
laminaris aramlashoz a kdzeg csak nagyon lassan mozoghat. A laminaritds megtartasa miatt a cella
vastagsaga nagyon kicsi, nem haladhatja meg a 2-3 mm-t. Emellett a betaplalast és az elvételt is igen
egyenletesen kell megoldani, a szivattyuk okozta liiktetést is ki kell kiiszobolni.

A FFE-technika fejlodése soran tisztaztak az aramlast befolyasold tényezoket. A jelenséget leird
dimenziémentes kritérium a Grashof-szam:

3
Gr = 344,
n

ahol: g —nehézségi gyorsulas
B — a hordozo folyadék hotagulasi egylitthatdja
At — a folyadék- és a falhdmérséklet kiillonbsége
d, — a kamra hidraulikus atmérdje
n — a folyadék kinetikai viszkozitasa.
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A cella tartalmanak Osszekeveredése akkor fordul el6, amikor a Grashof-szam meghalad egy
kritikus értéket. Az FFE-készulékek tervezésekor a d, csokkentésével a Grashof-szam értéke a kritikus
érték alatt tarhato. Adott geometriaju FFE-késziilék esetén pedig az anyag és a fal k6zo6tti hémérséklet-
kiilonbség a legjelentdsebb faktor. Csokkenthet a Gr értéke a kdzeg viszkozitasanak (n) novelésével
is, ezt példaul glicerin adagolasaval érhetjiik el.

A laminaris aramlasi profil parabola alakja automatikusan a savok alakjanak torzulasat okozza. A
cella 2-3 milliméteres vastagsagan beliil kialakuld profil abbol adddik, hogy kozépen a folyadék
gyorsabban aramlik, mig a két fal mellett lassabban, s6t a falak melletti nagyon vékony filmben egy
helyben all. Ha a folyadék nem keveredik, akkor a k6zépso rétege gyorsabban elhagyja a cellat, mig a
falak mellett a lasst haladas miatt hosszabb ideig tartozkodik benn. A keresztiranyu eltérités viszont
fliggvénye a tartozkoddsi idonek. Hosszabb id6 alatt messzebbre jut el oldaliranyban a molekula, mint

crcr

Minta
Puffer

HW{}H{}U

Laminaris
aramlas + =

+
™~
+

w=0 u=0

5.2.1.2. abra: A lamindris aramlas altal okozott savtorzulas

Az clektroforetikus elvalasztas hatékonysagat a legkisebb oldaliranyl szélesség, azaz az egyes
komponenseket tartalmazo savok élessége és a savok kozotti lehetséges legnagyobb tavolsag hatarozza
meg. Az elvalasztast rontd hatasok:

1. Az elektromos aram altal a kozegben keltett melegedés, ami stirliséggradiensek keletkezéséhez
vezethet, és a folyadék keveredését okozza. Ez hiitéssel csokkenthetd. A lapos cellat nagy
feliiletén jol lehet hiiteni, de ez noveli a Grashof-szdmban szerepld hofokkiilonbséget, azaz
rontja az aramlasi képet. A jo elvalasztashoz sziikséges térer6sség 100—150 V/cm, a kamrara
kotott fesziiltség tehat ezervoltos nagysagrendii. A melegedés alacsony értéken tartasahoz az
aramer6sséget ~10 mV-ra kell csokkenteni. Ehhez a puffer vezetdképességét kell leszoritani,
azaz hig, kis ionerdsségii puffereket kell alkalmazni.

2. Komponensek diffazioja. A diffazios allando novekszik a hdmérséklettel, tehat emiatt is hiiteni
kell a cellat. Csokkentheté a diffizio a kozeg viszkozitasanak novelésével, a glicerinadagolas
ebbdl a szempontbdl is elényds. A diffizios savszélesedésben szerepe van még a tartdzkodasi
idének is. Altalaban 2—5 perces tartozkodasi idét allitanak be, ezalatt elfogadhaté mértékii a
diffazio.

3. Elektroozmozis. A jelenséget részletesebben a kapillaris elektroforézisnél targyaljuk, itt csak
roviden annyit, hogy a cella két siklapjanak feliiletén a pozitiv ionok kettds réteget alkothatnak,
és ez az ionréteg nagy térerGsség hatasara a katod felé ,,csuszik”, és vizmolekuldkat ragad
magaval, ezaltal feliileti keresztirany( aramlast hoz létre, ami torzitja a savokat. A jelenség

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




190

Fermentacios feldolgozasi technikak

csokkentésére nem-ionos jellegli anyagokat hasznalnak a cellak épitésénél, iiveg helyett példaul
teflont.

Az 6sszetevok adszorpceidja a belsd falra vagy a késziilék més részeire.

A vizsgalt fehérje kicsapodasa, melyet a szeparacios puffer 6sszeférhetetlenségi reakcioi, pl. pH,
ionerdsség €s bizonyos ionok okozhatnak.

A hordozé pufferben oldott gazok, mely buborékok keletkezéséhez vezethet a szeparacios
kamraban. Ezek megzavarjak a homogén aramlasi képet. Védekezésiil a hasznalt puffereket
ugyanugy gazmentesiteni kell, mint a HPLC oldo6szereket (ultrahanggal vagy hélium atbuboré-
koltatasaval).

A hordoz6 puffer és a minta kozotti stirliség- vagy viszkozitaskiilonbségek a komponensek
rossz keveredését és ennek kovetkeztében a sdvok kiszélesedését okozzak. Célszerli a mintat is a
hordozo pufferben — azonos glicerintartalommal — feloldani.

Az 1. tdblazat a zavaro6 hatasok kovetkezményét €s azok lehetséges kikiiszobolését tartalmazza.

5.2.1.1. tablézat: IGDIGEAR FFE-elvalaszids technikai problémai és kikiiszobolésiik

Zavaro hatas Okozott hiba Tennivalok
Szabad aramlas Savkiszélesedés — a Gr szam csokkentése
— a hordoz6 puffer elektromos vezetésének
csokkentése
Diffuzié Savkiszélesedés — homérséklet csokkentése
— a hordozo folyadék viszkozitasanak novelése
Elektroozmozis Savkiszélesedés — a késziilék falanak bevondsa
Adszorpcio Fehérjeveszteség — a késziilék falanak bevonasa
— detergensek alkalmazasa
Kicsapodas Fehérjeveszteség — a pufferrendszer megvaltoztatasa
Savkiszélesedés — detergensek alkalmazasa
— stabilizator
A hordoz6 puffer Aramlas instabilitisa — a hordoz¢ pufferbe N,, He bekeverése
gazosodasa — a hordozdpuffer vakuumkezelése
Strtiségkiilonbség Aramlas instabilitasa — mas puffer valasztasa
Savkiszélesedés — semleges anyagok adagoldsa

A technikai részletek elemzése utan kozelitsik meg mas oldalrél is a miiveletet. Milyen pH-
értéken célszerli végrehajtani az elvalasztast? A szétvalasztas elsddlegesen a molekulak toltése szerint
torténik, és csak kis hatdsa van moltomegnek. Tehat olyan puffert kell valasztani, amelyben nagy a
molekuldk kozotti toltéskiilonbség. Erre nézve informaciot a fehérjék korabban mar elemzett pH-

toltés-gorbéi (titralasi gdrbék) adnak (4. abra).
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5.2.1.3. abra: Fehérjék toltése a pH fiiggvényében

Az abran bejeldlt fiiggdleges vonalak egy-egy pH-értéknél segitik a toltések Osszehasonlitisat.
Ezeken olvashato le a toltéskiilonbség is. A két szélsd értéknél a harom fehérje titralasi gdrbéi nagyon
kozel futnak egymashoz, igy nem szadmithatunk jo elvalasra. A két kozépsd értéknél viszont a
kiilonbség nagy, tehat az egyes komponensek jol elvalnak egymadstol. S6t az eldjeliik is kiilonbozo,
ami azt jelenti, hogy a cellaban ellentétes iranyba fognak vandorolni, ami tovabb javitja az
elvélasztast.

Tomoren Osszefoglalva ez eddigieket, a kovetkezoképpen hatdrozhatjuk meg a FFE helyét a
miuveletek palettajan:

Nagy elénye a miiveletnek, hogy folytonos iizemben mukddtethetd, akar napokon keresztiil is.

Hatranya ugyanakkor, hogy bonyolult és draga késziilék, ami nem léptékndvelhetd, egy cella csak
40-200 mg/éra fehérjét képes szétvalasztani. A 1éptéknodvelés egyediili lehetsége, hogy egy
kiszolgaloberendezés (tapegység, szivattyuk) tobb cellat is tud miikddtetni egy idoben.

5.2.2. Gélelektroforezis

Az elvélaszto puffert ebben a valtozatban egy hidrogél immobilizalja. A kézeg nem aramlik, de nem is
Iéphetnek fel benne zavard aramldsok. A gél anyaga az esetek dontd tobbségében térhalositott poli-
akrilamid, illetve agardz.

A molekuldk (jellemzden fehérje vagy DNS) mozgéasira ugyanazok a mar targyalt
torvényszeriségek hatnak, mint az el6zoekben, de a kdzeg viszkozitasa helyett a gél kdzegellenallasat
kell figyelembe venni. Az elektroforézis alapesetében a molekulak mindkét iranyban, mindkét polus
iranyaban mozoghatnak. A gélelektroforézisnél a gél hosszanak teljes kihasznalasa érdekében arra
torekednek, hogy a molekuldk csak egy iranyba mozogjanak. A mintat jellemz6en nem a gél kdzepére,
hanem az egyik szélére viszik fel, és a gél teljes hosszaban futtatjdk. Ehhez az kell, hogy minden
molekula azonos — tipikusan negativ — toltésti legyen. A DNS-fragmensek elvalasztasanal ez nem
probléma, hiszen azok savas karakteriiek. A fehérjéknél kicsit bonyolultabb a helyzet, ezeket a
koriilmények alakitasaval lehet anionossa tenni. Az egyik eljards a pH ndvelése, amitdl minden
fehérje, amelyre fenndll a pH > pl anionosan disszocial. Alkalmazzak még az SDS-kezelést is, a
részleteit 1d. késébb.

A masik zavar6 tényez6 az, hogy az elektroforézis alapesetben méret €s toltés szerint valaszt szét
(5. abra). Ez a kettdsség zavard tényezo, ezért a technikai megoldasoknal arra torekednek, hogy a
toltés hatasat elnyomjak, és csak méret hatdrozza meg a futasi tdvolsagot.
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Nagy méretii,
nagy toltésii
molekulak

Nagy méretii,
. kis toltésii

molekulak

Kis méretii,
A nagytoésii
molekulak
Kis méretil,
A kistiltésii
molekulak

Gélréteg két liveglap kozott

Térhalositott poli-
akrilamid gél

Oldalnézet Elolnézet

5.2.2.1. abra: Elvalasztas gélelektroforézissel

5.2.2.1. Mintaelbkészités

A vizsgalando fehérjéket a gélre valo felvitel eldtt ,,maszkirozzak™ és ,,denaturaljak”. A minta-
elokészités soran beallitjak a minta siirliségét/viszkozitasat, glicerin vagy cukoroldat hozzaadasaval.

A gélben vandorlo fehérjék szintelenek, még akkor sem lathatok, ha a gélt iiveglapok fedik. A futtatas
elérehaladasat csak akkor tudjuk nyomon kdvetni, ha egy szines, jol lathato, kis molekuldjii markert
adunk a mintahoz. Ez altalaban brom-timolkék, de mas festék is megfelel. Mivel kis molekula, ez
halad a gélben leggyorsabban, a fehérjefrakciok elott.

A denaturalds ebben az esetben azt jelenti, hogy a fehérje molekulaszerkezetét rogzité diszulfid
hidakat redukalé tiolvegyiiletekkel felbontjuk. Erre a célra merkapto-etanolt vagy ditio-treitolt
hasznalnak.

A maszkirozds SDS (natrium-dodecilszulfattal) torténik. Az SDS anionos detergens, a fehérje-
molekuldk feliiletére kotodik. A pozitiv ionos csoportokkal ionpart alakit ki, ezzel learnyékolja ezeket.
A negativ ionos csoportokat szabadon hagyja, a fehérje felszinén 1év6 apolaris feliiletekhez pedig az
alkillancaval tapad, van der Waals-kotésekkel. A molekula masik végén 1évé szulfonsav csoport
negativ toltéseket kolesondz a fehérjének. Az adalékok és reagensek hozzaadasa utan a mintakat
,befozik”, 6t percre forrasban 1évé vizflirdébe allitjak, ez alatt végbemennek a reakcidok (6. abra).
Mindennek eredményeképpen minden fehérje anionos jellegiivé valik, mindegyik fehérjefrakcio az
anod felé fog vandorolni. Az elvalasztasnal a toltés jelentdsége megsziinik, csak a molekula mérete
szabja meg a futasi sebességet. Az SDS a névaddja ennek a modszernek: SDS-PAGE = Sodium-
Dodecil-Szulfat-Poli-Akrilamid-Gél-Elektroforézis.
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5.2.2.1.1. abra: Az SDS mintaeldkészités folyamata

5.2.2.2. Késziilékek

A géllel kozvetleniil érintkezé egység két parhuzamos, atlatszé lap (liveg vagy milanyag), a koztiik
1évé 1-5 mme-es tavolsagot a keret allitja be. A gél két sz¢lére a fesziiltséget nem kozvetleniil a fém
fegyverzetek vezetik, hanem elektrolitkadakon keresztiil jut el a gél teljes szélességében (7. abra).

A minta feketele pipettaval

5.2.2.2.1. abra: Géltarto egység
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A hajtoerot szolgaltatd térerdsséget egyenaramu tapegység biztositja (50-500 V). A fesziiltséget a
programozhat6 szabalyozoegység kontrollalja, és a betaplalt program szerint valtoztatja. A futtatas
elérehaladasat nem idében, hanem (Volt * o6ra) egységekben adjak meg. Ezzel valtozd fesziiltségii
programok, illetve kiilonbozé késziilékek is Osszehasonlithatok. A késziilékhez gyakran tartozik
hiitéegység is, mivel az atfoly6 aram hohatasa tilmelegitheti a gélt.

5.2.2.2.2. abra: Gélelektroforézis-berendezés (katalogusfoto)

A hételjesitmény fiigg a gélbe zart puffer dsszetételétol. A koncentraltabb sooldat jobban vezeti az
aramot, a nagyobb aramerdsség pedig melegedést okoz. Magasabb hdmérsékleten pedig:

— er6sodik a savok diffuzidja, ami miatt romlik a felbontas
— melegen gazbuborékok jelennek meg a folyadékban (ezért szoktak a puffert gdzmentesiteni)
— amelegedés sosem egyenletes, rendezetlen diffuzidt vagy aramlast okoz.

5.2.2.3. A gélek osszetétele, fajtdi

Az elterjedt poli-akrilamid géleket legtobbszor a laboratoriumban, kozvetleniil a felhasznalas el6tt
készitik el. Az akrilamid polimerizacidjaval linearis lancokat kapunk, ez vizoldhatd polimer, nem
képez gélt. A gélképzéshez bifunkciés monomerrel, bis-akrilamiddal kell kopolimerizalni, ez kereszt-
kotéseket képez a linearis lancok kozott. A bis-akrilamid részaranyaval (pl. 4, 8, 12%) jellemezhetjiik
a gél térhalossagat, azaz kozegellenallasat. A géleldallitasra jol bevalt recepteket talalunk, minde-
gyikben szerepel a TEMED (= tetrametil-etilén-diamin), a reakcié katalizatora. Sziikséges még egy
iniciator (rendszerint ammoénium-perszulfat). A polimerizacid csak oxigénmentes kdzegben megy
végbe, ezért a reakcioelegybdl ki kell Gizni a légkori oxigént. Ezt inert gazzal (nitrogén, argon) valo
atbuborékoltatassal oldhatjuk meg.

Gy =CH By =CH CHy GGy~ GH—CHy — Gl
?=D ?=D Parszulfat F=D F:C' |G=O

NHz NH MH, MH tH.

L TEMED | 2

Abrilamid K Gy
N Nt il N
E:D F:D {I;:ﬂ 5;:0
CH, =CH CHy— GH—GHy— CH— CHy — CH—
BIS H
Poliakrilarmid

5.2.2.3.1. abra: A poli-akrilamid gél kialakitasa
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A gél mérete 4*4 cm-t6l 20¥20 cm-ig terjed, szokdsos vastagsaga 1-5 mm. Hasznalnak un.
preparativ géleket is, ezek vastagsaga eléri a 10 mm-t is. A gél tetején Gn. mintatarto ,,zseb’-eket
alakitanak ki, ide pipettazzak az egyes mintakat. A zsebeket a gél dntésénél beillesztett, megfeleléen
fogazott profilt keretléc (,,fésti”) segitségével allitjak elé. Egy 20 cm széles gélre akar 10-12 zsebet,
azaz mintat is fel lehet vinni. A mintaban a fehérje sziikséges mennyiségét a kimutatasi modszer
érzékenysége hatarozza meg. Altaldban 5 pg fehérje még kimutathatd, tehat komponensenként
legalabb ennyit kell tartalmaznia a felvitt oldatnak.

A gélek bedllitott Osszetétele nem mindig alland6é a teljes terjedelemben. A valtozas lehet
ugrasszerli (lépcsds), vagy fokozatos (gradiens gélek). Eszerint megkiilonbdztetiink homogén,
gradiens ¢és disc (= discontinuous) géleket.

A homogén gél stirlisége (térhalositottsaga) mindeniitt azonos. A gradiens gélekben a siiriiség a
futds iranyaban ndvekszik. Ezekben a fehérjék mozgasi sebessége eldre haladva egyre csokken. A
homogén gélek jellemzéséhez elegendd egy adat, pl. 10% térhalosités, a gradiens géleknél két adatot
adnak meg, pl. az 5-15%-o0s gélben a térhalositas mértéke a futdsi uthossz alatt 5-r6l 15%-ra
emelkedik. Mindkét tipusnak megvan a maga alkalmazasi teriilete. Hasonlitsuk Ossze ugyanazon
fehérjék futasdt homogén és gradiens gélben (10. dbra). A homogén gélben az elmozdulas linedrisan
valtozott, de mire a nagyobb molekuldknal jo felbontast lehetne elérni, addigra a kicsik mar elérték a
gél végét, talfutottak, egymasra torlédtak. A homogén gélek tehat jo felbontast adnak, de csak sziik
mérettartomanyban. A gradiens gélben a siirisodés lefékezte az elol haladd molekulakat,
megakadalyozta a talfutdst. Minden komponenst sikeriilt egy gélen elvalasztani, de rosszabb
felbontassal.

A vizsgalatok logikéja szerint el6szor célszerti egy tdjékozodo vizsgalatot végezni gradiens gélen,
majd céltermék azonositdsa utdn annak a mérettartomanyat megvizsgalni nagyobb felbontasa
homogeén géllel.
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5.2.2.3.2. abra: Futtatas homogen és gradiens géleken

A kiilonb6zé molekulatomegli fehérjék mozgasat a homogén ¢és gradiens gélekben grafikus
animacion is bemutatjuk.

GRADIENS ES HOMOGEI
GELEK

3z 5 1w ] O[]

5.2.2.3.1. animacio: Elektroforézis homogén és gradiens gélekben
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A discontinuous gélekben a siiriiség atmenet nélkiil, 1épcsésen valtozik. Ezekben a tényleges
futtato gél folott egy tomoritd gélszakasz van. Célja a viszonylag nagy mintatérfogatban 1évo fehérjék
Osszetomoritése egy keskeny csikba, hogy azutan a futtatas végén is jol elvald, jol észlelhetd csikokat
kaphassunk (11. abra).

Tomérité gel iT_F H H w

Elvalaszté gél- |

5.2.2.3.3. abra: Minta tomoritése discontinuous gélben

A tomoritd gélszakasz annyiban kiilonbozik a futtatotol, hogy a fehérjemolekulak itt sokkal
gyorsabban haladhatnak. A gyorsabb haladast ugy teszik lehetévé, hogy a tomoritd gél kevésbé stirt,
és a benne 1évo puffer ionerdssége sokkal kisebb. A kisebb ionerdsség kisebb vezetoképességet jelent,
ami nagyobb ellenallassal jar. A nagyobb ellendlldsu szakaszon, az Ohm-térvény szerint, nagyobb a
fesziiltségesés, azaz nagyobb a térerdsség (V/cm) is (12. dbra). A gyorsan mozg6 fehérjék a gélhatarra
érve lelassulnak, ,.bevarjak” egymast és egy sziik zonaban vandorolnak tovabb.

Mintaoldat Tomorité gél .
@ &
Nagy Kis
vezetdképesseg | Vezetdképesség . > ._b
@

Elvalaszto gél

Nagy
vezetdkepesseg

5.2.2.3.4. abra: A disc gél elektromos tulajdonsagai

5.2.2.4. A gélek kiértékelése

A futtatas soran és végén a mozg6 fehérjefoltok szabad szemmel nem lathatok. Ezért is hasznaljak a
festékmarkereket, hogy vizudlisan észlelhetd legyen a futtatds eldrehaladdsa. Az elkésziilt gélen a
fehérjék lathatova tétele kémiai festési eljarasokkal torténik. Az elsd 1épésben a fehérjéket savas
reagensekkel (perklorsav, szulfoszalicilsav) kicsapjak, fixaljak. Ezzel megakadalyozzak a tovabbi
vandorlast, illetve a diffuzids szétteriilést. Ezt kdveti a festés, az egész gélt meghatarozott dsszetételii
festékfiirdébe helyezik, ideje féloratdol 4—6 oraig terjedhet. Az esetek tobbségében a festés utan
halvanyitasi 1épés kovetkezik, amelyben a felesleges festéket tavolitjak el a gélbdl. A gél hattere ettol
kitisztul, a megfestett fehérjék savjai jobban kiemelkednek.
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A leggyakrabban hasznalt festékanyag a Coomassie Blue R250. Ez a festék a Bradford-féle oldott
fehérje koncentracio mérési modszerhez hasonléan kékre festi a proteineket. Ezeket a szines savokat
értékelhetjilk ki vizualisan vagy denzitométer segitségével. A festésre €s halvanyitasra sokféle
receptira van forgalomban. Elenyészé szamban, de hasznaljak még az Amido Black és Fast Green
festékeket is. A Coomassie festés érzékenysége a mar emlitett 5 pg/csik, ekkora mennyiség mar
észlelhetd elszinez6dést okoz. Nagyobb érzékenységli az tigynevezett eziistfestés. A modszer kémiai
alapja, hogy eziist-nitrat oldatbol a fehérjékre barna fémeziist csapodik le. Nagyon érzékeny kimutatasi
eljaras (+2 nagysagrend), de nagyon tiszta vegyszerekkel, frissen készitett oldatokkal, tisztan kell
dolgozni, kiilénben minden barna lesz. A fehérjékre is kidolgoztdk a DNS-elektroforézisnél mar bevalt
blotting eljarast. Ennek 1ényege, hogy a gélrdl atviszik a szétvalasztott fehérjefrakciokat egy raszoritott
membranra (pl. celluléz-acetat, nejlon), majd ezen immunanalitikai reagensekkel mutatnak ki egy
vagy né¢hany kivalasztott komponenst.

Az eldhivott géleket nehézkes tarolni, mert kiszaradnak, repedeznek, felkunkorodnak, azaz néhany
hét alatt tonkremennek. Ezért a kiértékeléssel egyidejlileg célszerii lefotozni/beszkennelni. A tartéssag
javithato, ha a gélt glicerinbe 4ztatjuk (nem fog elparologni, kiszaradni), és atlatszo foliaval boritva
kemény lapra szoritjuk. Az igy tartositott gél egy-két évig is eltarthat6. A svéd Phast System 4x4 cm-
es géljeit diakeretbe lehet foglalni, igy kivetithetok és tartdsithatok.
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5.2.2.4.1. abra: A futasi tavolsag és a molekulaméret kapcsolata

A gélelektroforézis célja a méret szerinti elvalasztas. A kis molekuldk tavolabbra jutnak el, a
nagyobbak rovidebb utat tesznek meg. A kapcsolat a valosdgban nem lineéris, legjobban egy
logaritmikus fiiggvénnyel kozelithet6 (13. abra).

Az tithossz abszolut értéke nehezen reprodukalhato, ezért minden egyes futtatdsnal kalibralni kell.
A ,skala” létrehozasara ismert molekulatomegii fehérjék elegyét (kalibralo kit) is futtatjak a mintak
mellett. A kapott sdvsorozat (,,kalibracios 1étra”) segitségével intrapolalva becsiilhetjiik az ismeretlen
fehérje molsulyat (14. abra).
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5.2.2.4.2. dbra: Molekulatomeg meghatarozasa kalibracios sorozat segitségével

Nagy gélek (8-10-12 minta) esetén a gél mindkét sz¢élsG mintatartd zsebébe altalaban kalibrald
oldatot tesznek, ezzel kikiiszobolik a gél vagy az erétér esetleges inhomogenitasait is.

5.2.3. Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézisnél az elvalasztasi kozeg egy kis atmérdji kapillarisban aramlé puffer. Az
elektroforézist kapillarisban kivitelezve lehetévé valik nagy elektromos térerdsség alkalmazasa is,
mert

— a kis keresztmetszet miatt az aramerdsség kicsi,

— a vékony kapillaris hatékonyan adja le a keletkez6 hot.

Az alkalmazott fesziiltség 10-30 kV, a térerésség 100-500 V/cm kozotti érték. A térerOsség
novelésével hatékonyabb elvalasztas érhetd el, rovidebb id6 alatt (1-3 perc). A kapillarisok belso
atmér6je 25-100 um, hosszuk 0,5-1 m. Az egydimenzios kialakitas miatt nincsenek keresztiranya
mozgasok, sem konvekcios, sem diffuziés mechanizmussal.

A kialakuld elektroozmotikus dramlas kdvetkeztében minden komponens a negativ elektrod felé
vandorol, ezért a mintat a kapillaris pozitiv végénél viszik be, és az elvalasztott komponenseket a
kapillaris negativ vége kozelében detektaljak (15. abra).

A mintaadagolas gy torténik, hogy a Pt elektrodot és a kvarckapillaris pozitiv végét egy
mechanika egy rovid idére a mintatartoba helyezi. A minta nyomdskiilonbség (hidrodinamikus
adagolas) vagy nagyfesziiltségli impulzus hatasara (elektrokinetikus adagolas) keriil a kapillarisba. Az
automata mintaadagoloval (reprodukalhatosag) adagolt mintatérfogat 1-40 nl.

© Pécs Miklés, BME © www.tankonyvtar.hu




5. A végtisztitas miiveletei 199

Detektor

Kapillaris

Elekiroda

Elektroda Tapegyséd

5.2.3.1. abra: Kapillaris-elektroforézis késziilék felépitése

A kapillaris anyaga az esetek tobbségében kvarcliveg, mert az atengedi a fényt, igy az UV-
spektrofotometrids detektorok kdnnyen a rendszerbe épithetdk. A kvarc atereszti az UV-fényt, igy 280
nm-es hullamhosszon a fehérjék konnyen detektalhatok. Mdas elven miikodé detektorok is
alkalmazhatok, mint a HPLC-nél is, beleértve az abszorbancian, fluoreszcencian, elektrokémian és
tomegspektrometridn alapuld mérési modszereket is.

5.2.3.1. Az elektroozmotikus aramlas (EOF)

Potencial

El ektralit

9 ‘e
00,0 @ I

5
5% gg} © 0

Kvarc felilet

Elektrolit oldat

Kvarc feliilet

5.2.3.1.1. abra: A feliileti potencial kialakuldsa téltott feliileten

A kvarc, illetve szilikatiiveg kapillaris feliilete negativ t6ltésti ionos csoportokat tartalmaz, melyek
vonzzak a pozitiv t6ltésti ellenionokat. A kapillaris fala kozelében kettds réteg alakul ki. A kettds réteg
egyik polusa a kapillaris fala (helyhez kotott toltés), masik polusa az oldatban van. A folyadékban a
toltéseloszlas nem egyenletes (diffiz réteg), az ionos részek kozott olddszer-molekuldk vannak. A
kapilléarisra adott fesziiltségkiilonbség hatasara a diffuz réteg elmozdul. A pozitiv toltésti ionok a
negativ elektrod felé vandorolnak, és magukkal viszik az olddszer-molekulakat is. A toltéssel
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rendelkezd részecskékkel egyiitt az oldoszer-molekulak is vandorolnak, s igy annak ellenére, hogy az
anod- és a katodrész kozott nincs nyomaskiilonbség, aramlas jon 1étre. Ezt az oldoszermozgast nevezik
elektroozmotikus aramlasnak (16. abra).

A nyomas hatasara létrejovo kapillaris aramlas sebességprofilja parabola alaki, a sebesség
kozépen a legnagyobb. Az elektroozmotikus dramlasnal viszont a fal mellett a leggyorsabb az aramlas,
igy a sebességprofil sokkal kozelebb all a dugattyuszerli aramképhez, mint a parabolikushoz (17.
abra). Emiatt nem jelentkezik a sebességkiilonbség altal 1étrehozott savkiszélesedés sem.
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5.2.3.1.2. abra: Elektroozmotikus aramlas sebességprofilja

A feliileti potencidlok nagysdga a kapillaris anyagénak ionizalodasatol fligg. Ezt pedig
befolyasolja egyrészt az anyagi mindség, masrészt a kozeg pH-ja. Altalanos tapasztalat, hogy savas
kozegben a feliileti toltés csokken (18. abra).
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5.2.3.1.3. abra: A pH hatdsa az elektroozmotikus aramldsra

5.2.3.2. Az elvalasztas elve

A molekulak mozgasanak leirasanal kétféle sebességet kell megkiilonboztetni. Az alap az
elektroozmotikus aramlas sebessége, a kdzeg mozgasa. Erre szuperponalddik a toltéssel rendelkezd
oldott molekulak relativ sebessége, a kdzeghez viszonyitott mozgasa. A kettd ereddje az adott anyag
abszolut vandorlasi sebessége a kapillarishoz képest.

A folyadék sebessége elsdsorban a feliileti potencialtol fligg:
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A folyadékra nézve is definialjuk az elektroforetikus mozgékonysagot:

€<

Ppor =

A kapillarisban a toltéssel nem rendelkezd molekuldk az elektroozmotikus dramlassal egyiitt
mozognak, ezeknél nincs elvélasztas. Az ionos anyagok viszont vandorolnak a folyadékban. A mozgas
mechanizmusa €és matematikai leirdsa pontosa megegyezik a szabad folyasu elektroforézisnél
leirtakkal, a sebesség:

qE
Vi, =—— =uE
ion 3d n H

A rakapcsolt fesziiltségkiilonbség hatasara az ionok, toltésiiktol fiiggden az andd vagy a katod felé
vandorolnak. A fesziiltségkiilonbség okozta elektroforetikus vandorlasi sebesség és a kapillarisban
1étrejovo oldoszeraramlas sebessége dsszeadddik. A pozitiv toltésii részecskék esetében a sebességek
Osszeadodnak, a negativ toltéstieknél, amelyeket a térerd ,,visszafelé” huz, viszont kivonodik (19.
abra).

+ v,

veredé = vEOF on
Altalaban az elektroozmotikus aramlas sebessége joval nagyobb, mint az oldott komponensek
vandorlasi sebessége (mobilitasa), igy mindegyik anyag a katdd felé halad. Egy tipikus analizis soran a

kationok 1épnek ki el0szor, mivel vandorldsi iranyuk megegyezik az elektroozmotikus aramlas
iranyaval.

5.2.3.2.1. dbra: Szétvalasztas a kapillaris elektroforézisben

A kapillaris elektroforézisben a komponensek mozgasanak, elvaladsanak jellemzésére hasznaljak a
migracios id6 kifejezést. Feliiletesen szemlélve ez hasonlé a kromatografiadban alkalmazott retencios
id6hoz. A valosagban az elektroforézisnél nincs retencid, mert nincs semmiféle szorpcios folyamat,
ami megkotné a molekulakat. A kromatografianal elképzelhetetlen, hogy valami gyorsabban haladjon,
mint az oldészerfront, az elektroforézisnél viszont minden pozitiv ion igy viselkedik.

A migracios 1d6 azt az id6tartamot jeldli, mely alatt az oldott anyag eljut a kapillaris elejétdl (a
minta bevitele) a detektorablakig. Ez a toltott molekula vandorlasi idejét mondja meg egy adott
semleges molekulahoz viszonyitva. Az ionos anyag sebességét Ut/id6 formaban (v = 1/t) felirva
kifejezhetjiik a p, latszélagos mozgékonysagot:
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5.2.3.2.2. abra: Kapillaris elektroforézis felvétel

5.2.3.3. Miiszaki paraméterek hatasa

Térerdsség: Az elektroozmotikus ¢és az elektroforetikus dramlas sebessége egyardnt aranyos a
térerdsséggel, igy nagyobb fesziiltséget alkalmazva, az elvalasztds ideje lecsokken. A rovidebb
szeparacids id0 jobb elvalasztast eredményez, mivel a tengelyiranyu difftizidé savszélesitd hatdsa
rovidebb ideig érvényesiil. A fesziiltség novelését a Joule-hé limitalja. Ha a hé nem tud a kapillaris
falan keresztiil eltdvozni, akkor a kapillarisban sugariranyt homérséklet-gradiens alakul ki. Ennek
hatasara az elvalasztott komponensek visszakeverednek. Az optimdlis fesziiltség kisérletileg
megallapithato: a fesziiltség novelésével a felbontoképesség egy hataron til romlani kezd.

Homérseklet: Az elvalasztidsokat altalaban 25 °C-on (kozel szobahdmérsékleten) végzik. A

crcr

crcr

Viszkozitas: Mind az elektroforetikus mobilitas, mind az elektroozmotikus aramlas forditottan
aranyos a viszkozitassal. A viszkozitds a hémérséklet fliggvénye, a homérséklet novekedésével a
viszkozitas csOkken, tehat az elektroforetikus mobilitds nd. Elvileg tehat célszeri lenne a
hémérsékletet ndvelni, de az el6zoek szerint ez nem elényds.

pH: egy részrol_csokkentése lassitja az aramlast, mert az ionos feliiletek toltése csokken. Mas
részrol valtozasa megvaltoztatja az egyes fehérjék toltését, annak mértékét, sot eldjelét is.

lonerdsség: novelése rontja az elvalasztast, mert:
— csOkkenti a zéta potencialt (21. abra)
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—noveli az aramerdsséget, és ezzel a melegedést
— torzitja a csucs alakjat.

(% 10"4cm? /Vs)
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7 - o

HEoF

6 -
5 -
4 |

3 T I L]
-2 0 2 4 §

In (ionerésség, mM)

5.2.3.3.1. dbra: Az ionerdsség hatasa az aramlasi sebességre

Kationos detergensek: ionparképzéssel lefedik a kvarcfeliilet negativ toltéseit, ezzel
megakadalyozzak az elektroozmotikus aramlés kialakulasat.

Osszefoglalva: a kapillaris elektroforézis igen hatékony elvélasztasi technika, sokféle tipusu
elvalasztasi feladat megoldasara alkalmas. Mintaigénye kicsi, felbontoképessége eléri vagy
meghaladja a HPLC, illetve gazkromatografia hasonlo értékeit. Kitiing analitikai eszkdz, de az
elvalasztas utan a szétvalasztott frakciokat — paranyi térfogatuk miatt — nem lehet/érdemes felfogni,
még anyagminta eldallitasara sem alkalmas.

5.3. Porlasztva szaritds

A feldolgozasi miiveletsor legvégén, amikor mar a piaci igényeknek, eldirasoknak megfeleld allapotba
hozzuk a terméket, kertil sor a szaritasra. Szinte minden anyag specifikacioja tartalmaz a viztartalomra
vonatkozé megkotést. A nedvességtartalmat vagy a szaritdsi veszteséget a vevd érdekében
korlatozzak, nehogy vizet vasaroljon az értékes anyag araban.

A kis mennyiségii, nem kotott viz eltavolitasanak jellemzo mivelete a szaritas, amelynek soran a
termékben 1évo vizet a vele érintkezod levegObe parologtatjuk és vissziik el.

A szaritas miiveletével a Vegyipari miveletek targy foglalkozik, ebben a tananyagban csak egy
nagyon specialis teriiletet, a porlasztva szaritast targyaljuk, mivel ez egy kell6en kiméletes, a bioldgiai
anyagok aktivitasat nem csokkentd szaritasi mod.

A szaritas soran altaldban valamilyen szemcsés /kristalyos szilard anyagbdl parologtatjdk el a
vizet/oldoszert, ami az anyag feliiletét részben vagy teljesen nedvesiti. A porlasztva szaritas specidlis
eset, ennél folyadékeseppek feliiletén megy végbe a parolgas. Az anyag a szaritas elsé fazisaban soka-
ig folyadék halmazallapotu (oldat, szuszpenzio) marad, és csak a végén — amikor beparlodik — alakul
at szilard porra. A porlasztas kifejezés itt azt jelenti, hogy a betaplalt folyadékot a szaritd levegébe
diszpergaljak, apro cseppekre oszlatjak. A porlasztofejen keresztiil jut az anyag a légkamraba/szarito
térbe. A felmelegitett szaritd levegdvel érintkezve lefékezddik és letilepszik. A cseppek feliiletén megy
végbe a parolgéds. A teljes elparologtatas utan egy masik diszperziot, szallo port kapunk, amit a
késziilékbol valo kilépés utan le kell valasztani. Ennek tipikus eszkozei a légciklonok (15-20 cm
atmérovel), illetve ezek mogott még zsakos 1égsziirok fogjak meg a maradék lebegd port (1. abra).
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Porlasztofej

S$zarito leveg6 Folyadék Porlaszto levegé

Szl por o

Zsakos sziirg

5.3.1.abra: A porlasztva szarito felépitése

A szaritas kiilonb6z6 modszerei kozott a porlasztas eldonye, hogy:

— az apro cseppekre osztott anyagnak nagy a fajlagos feliilete
— emiatt gyorsan elparolog a folyadék

— emiatt rovid a kontaktidd, az anyag héterhelése kicsi

— ezaltal kiméletesen szaritja a h6érzékeny anyagokat.

A szaritoban a cseppek egyszerre parolognak ¢és iilepednek. Mindkét folyamatban meghatarozo
szerepe van a fizikai jellemzoknek, a méretnek, a tomegnek és a slriiségnek. A meleg levegében
mozgd/lebegd csepp parolgasa két szakaszra oszthato:

Amig folyadékfilm boritja a feliiletet, addig kozel allandé a parolgasi sebesség, a tomeg a
vizvesztés miatt csdkken, a fajsuly ndvekszik, ha az oldott anyagok stirlisége nagyobb, mint a vizé (2.
abra, 6sszehasonlito értékek).

Amikor a feliilet ,,megszarad”, mar csak a kapillaris viz tdvozik — lassabban parolog, a tomeg alig
csokken, a térfogat viszont allandd marad, ett6l a fajstily csokken.
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Csepp parolgasa
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5.3.2. abra: Fizikai paraméterek valtozasa a parolgads soran

A keletkezd porszemcsek ritkan szabalyos gdmb alakuak. Ilyen forma altaldban csak nagyon hig
oldatokbol keletkezik. Toményebb oldat betaplalasanal szabalytalan, gytirdtt alakok, illetve belil iires
héjak keletkeznek (3., 4. abra).

Telitett oldathol Higabb oldatbél

5.3.4. abra: Szabdlytalan alaku szemcsék
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Ho- és anyagatadasi miiveleteknél alapvetd kérdés, hogy a mozgd fazisok hogyan érintkeznek
egymassal. A porlasztva szaritdé berendezéseknél a folyadék és a levegd aramlasa szerint egyenaramu
és kevert aramu rendszereket alkalmaznak. Az ellenaram azért nem lehetséges, mert levegd és a
szaritott por egyiitt 1épnek ki a késziilékbdl (5. abra).

LevegGelosziato _
Szarito levegd

LevegGelosZato

L - Szaritokamra
Szarito levego
Betap

Forgo porlaszto

Kilépd levegd Kilepo levegd — Fivokas
‘A' Szaritokamra ‘A‘ porlaszto
Ciklon Ciklon
Betap
¥ - v W Szvattya
Termék Termék

EGYENARAM KEVERT ARAM

5.3.5. abra: Egyendramu és kevert aramu porlasztva szarito berendezések

A porlasztds soran kiilonboz6 méretli cseppek keletkeznek. A méretezésnél ezek koziil a
legnagyobbakat kell figyelembe venniink, mert

— méretiik miatt ezek parolognak el utoljara,
— ezek iilepednek a leggyorsabban — ezek toltik a legrovidebb id6t a késziilékben — és ez alatt a
rovid id6 alatt kell teljesen elparologtatni.

fgy a cseppek létrehozasanal, kialakitasanal mindenhol a drma-ot keressiik, és erre méretezziik a szaritot.
5.3.1. A porlasztofejek kialakitasa

A szaritas elsd, és kritikus 1épése a diszperzio 1étreho-
zésa. A folyadékot tobbféle, kiilonbozé elven miikodo
eloszlatoval vihetjiik be a szaritotérbe. A porlasztofeje-
ket kialakitasuk és miikddésiik szerint csoportosithatjuk:
— fuvokas
» mechanikus
» pneumatikus
— forgotarcsas
» tarcsas,
» fuvokas,
» lapatos
Favokas, mechanikus porlasztofej: egyfazisu (csak
folyadék, segédlevegd nélkiil) betaplalas. A szivattyuval
benyomott folyadékot a fuvokaban cirkulacios aramlasra
kényszeritik. Ez megvalosithatd tangencialis betapla-
lassal, illetve megfeleld kivitelii aramlas tereld betétek
alkalmazasaval.

5.3.1.1. abra: Mechanikus porlasztofej
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A porlasztonyilas tengelye koriil 1égmag képzodik, a forgasban 1évo folyadék a nyilasbol kilépve
kuppalast alaka, 6sszefiiggd folyadékhartyat alkot. Allando sebesség és térfogataram mellett a kupos
szétteriiléssel a folyadékfilm vastagsaga egyre vékonyodik, és végiil cseppekre szakad. A legnagyobb
cseppek mérete az anyagi €s geometriai jellemzokdn tal a kilépési sebesség négyzetével forditottan
aranyos (Béar-egyenlet):

d — 8K6f Segedlevego
max 2 ,
Ps Vo Folyadek

ahol: d —acsepp atméréje
K — anyagi alland6
c — feliileti fesziiltség
p —afolyadék stirtisége
Vo —Kilépési sebesség.

)
i

A pneumatikus porlaszték

Két fazissal miikodik, a betaplalt folyadékot a favokaban segéd-
levegd aram segitségével porlasztjdk. Kisebb folyadéknyomast igényel-
nek, és finomabb permetet adnak, mint a mechanikus fuvékak. Az anyag
tulajdonsagainak valtozasara is sokkal kevésbé érzékenyek. Tapados,
viszkozus, szalas szuszpenziok szaritasara is alkalmasak.

5.3.1.2. abra: Pneumatikus porlasztofej

A maximadlis cseppméret és a fivokadtmérd aranya:

a —0,45

dmax — k T]fzpf plevV2D
D o;:D O;

ahol  késa —konstansok
dnax  — a legnagyobb csepp atméréje
D - afavoka kilépési atmérdje
of — feliileti fesziiltség
pr — a folyadék siirisége
Plev — a levego stiriisége
Nt — a folyadék kinetikai viszkozitasa
v —kilépési sebesség

Mint lathato, a cseppatméré ez esetben is forditottan aranyos a kilépési sebességgel, de nem
négyzetesen, hanem kozel linearisan.

Forgoétarcsas porlasztok. A porlasztofejek masik csoportja a centrifugalis erét hasznalja ki a
folyadék szétoszlatasara. A tipus alapja egy vizszintes sikban, nagy sebességgel pdrgd tarcsa,
amelynek fels6 feliiletére adjak a folyadékot. Az a feliileten filmet képez, és kifut a tarcsa szélére, és
onnan cseppeke képezve szakad le. Az egyszer( sik tarcsat gyakran kiegészitik a peremen lapatokkal
vagy résekkel (favokakkal)

A folyadék adagolasa lehetbleg a tarcsa kdzepére torténik, ahonnan a centrifugalis er hatasara
lefut, vékony filmet képezve. Ha a tarcsan szabalytalan film képzddik, akkor a cseppek mérete is
egyenl6tlenné valik. Ez a porlasztotipus eltdmdédésre nem érzékeny. Iszapok, szuszpenziok, pasztak,
sOt félszilard anyagok porlasztasara is jol hasznalhato. Adott tarcsatipus meghatarozott folyadék-
mennyiség feldolgozasara alkalmas, allando6 fordulatszam esetén
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5.3.1.3. abra: Forgotarcsas porlasztofej

A folyadékmennyiség (terhelés) ndvelése esetén a tarcsaatmérét is ndvelni kell, ellenkez6 esetben
a képzodott cseppek mérete valtozni fog. A maximalis cseppatmérd itt is kifejezhetd az eddig hasznalt
paraméterekkel:
0,46 __0,46, 0,08
Do
d... =K

max 0,54
VPs

ahol D — az aramlasi keresztmetszet jellemz6 mérete (rés szélessége, film vastagsaga).
Dimenzidanalizissel levezetve a kiilonb6z6 tipust porlasztofejek miikodési egyenletei tipustol
fiiggetleniil egyformava valnak:

drE)ax _ kRe 008 We;;’,g,“ﬁ

ahol D —jellemz6 méret (fiivoka atmérd, filmvastagsag, rés nyilasa),és

Re = YDPr
M¢
2
PV D
We,pinaris = e —
Os

A legnagyobb méretli csepp atmérdjének meghatirozasa mellett lényeges kérdés a keletkezd
cseppek méreteloszlasa, illetve atlagos atméréje is.

Statisztikai modszerekkel vizsgalva a szemcsék méreteloszlasat, megallapitottak, hogy az nem
szabalyos Gauss-gorbével leirhatdé normalis eloszlast, hanem egy maximumos, de aszimmetrikus
eloszlast mutat (9. abra).
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5.3.1.4. abra: A porlasztott cseppek méreteloszlasa
5.3.2. 4 cseppelparolgas mechanizmusa

A cseppbdl vald elparolgas problémaja tulajdonképpen szimultan hé- és anyagatadasi probléma. Ezek
vizsgalatdhoz a csepp utjat ismét két szakaszra kell bontani, most més szempontok alapjan, mint azt a
fejezet elején tettiik. A két szakaszban eltéré a mozgas jellege, mas mechanizmussal miikodnek a
transzportok is.

Az els6 szakasz ,,fékut”, amig a fejbdl kilépd, leszakadd csepp lelassul, és felveszi az allandd
iilepedési sebességet. A masodik az iilepedési szakasz, ahol a csepp allando (relativ) sebességgel
iilepedik.

A mésodik, iilepedési szakasz leirdsa az egyszeriibb, kezdjiik ezzel. Altalaban a Ranz és Marshall
egyenleteit hasznaljak:

Nu =2+ 0,6 Re™® Pr'/?

Sh =2+ 0,6 Re" Pr'/?
Ebbdl a Nu = Sh =2 a tiszta diffuzio, az additiv tag pedig a konvekcids transzport.
Kis cseppekre (d < 80 um, Re < 0,9) az iilepedési sebesség elhanyagolhatd, az additiv tag elt{inik.
Ez a feltétel vizes oldatoknal mindig teljesiil — vagy mar a porlasztasnal, vagy a parolgas miatti méret-

csokkenés kovetkeztében. Magasabb homérsékleteken, intenzivebb transzportok esetén korrekcios
tényezokkel egészitik ki a Nusselt-szam kifejezését:

Nu = 3,32 Re"® Pr!'/? Fr=7 [Al% AT

ahol:  AH- a parolgash6
Cp, — fajhé allandé nyomason.

A, fékuat” leirasa bonyolultabb, mert mindkét fazis turbulensen viselkedik, és ezek a viszonyok a
porlasztofejtdl tavolodva gyorsan valtoznak. A f6 hatasokat dsszefoglalva:

» acsepp koriil az aramlas nem laminaris

» acsepp még nem gomb alak, liiktet, hullamzik

» acsepp belsejében is van aramlas és hétranszport

» aparolgassal kilép6 g6z megvastagitja a feliileti hatarréteget.

A hatérfeliilet hullamzé mozgasa mindenfajta transzport jelenség fokozasat eredményezi. igy van
ez a cseppek esetében is, amikor a belsé cirkulacio, a feliilet hullamzo-oszcillalo mozgasa és a feliileti
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fesziiltség helyi valtozasa utjan kivaltott mozgas az atadas intenzifikalasdhoz vezet. A mar kialakult
csepp esetében azonban van egy minimalis méret, amelyen alul a csepp merev gombként viselkedik,
azaz mindenféle felilletmozgas megall. Ennek a kritikus cseppméretnek a hatarértékét a Bond—
Newton-formula adja meg:

2
diiAp -2
c
ahol:  Ap —asiiriiségkiil 6nbség a csepp és a kornyez6 kozeg kozott,
o —a felileti fesziiltség.

Ha tehat a pérolgas soran a cseppek mérete ez ala a hatarérték ala csdkken, akkor csak a csepp
koriil aramlo levego viselkedése szabja meg a transzportok sebességét.

A fékez6d6 cseppek hbatadasara kezelhet, egyszeri modell a Grafton-egyenlet, amely a
hatarréteg vastagsagat veszi figyelembe korrekcios tényez6é gyanant:

Nu = s 24

ahol d —acsepp atméréje
o —ahatarréteg vastagsaga.

A turbulens aramlasok kovetkeztében ebben a szakaszban
a parolgas sokkal intenzivebb, mint az iilepedésnél. Az egész
folyamatra vonatkoztatva sokszor a viz ~90%-a ebben a
szakaszban 1ép ki. Ennek megfeleléen a késziilék kialakitasat,
a mivelet kivitelezését erre a részfolyamatra célszerii
optimalni. A hé és a para atlépése a csepp feliiletén csak egy
1épése a teljes transzportnak. Ha a csepp nem érintkezik kelld
mennyiségii szaritokozeggel és igy nincs jelen elegend6 hé-
hordozd, az egyensulyi allapot gyorsan bekovetkezik, a
transzport leall. Ezért célszerii a beflvott meleg levegot
kozvetleniil a porlasztofej kozelébe juttatni, ezért kedvezobb
ennél a szaritasi miiveletnél az egyenaram.

A porlasztd szaritotorony méretezésének modszerei
kiilonbozok. A térfogati héatadasi tényezén alapuld szamitas
csak a toronytérfogatot adja meg, és tetszéleges L/D arany
felvételét lehetové teszi. A fékezési szakasz nagy hatékony-
saganak ismerete viszont tampontot ad a geometria kiala-
kitasahoz. A késziilék sugarat tigy kell megvalasztani, hogy a
fékezési szakasz ,beleférjen”. A cseppek akar vizszintesen,
akar ferdén, akar ivelten mozognak, ne iitkozzenek a falba
lelassulasuk el6tt. A cseppek mozgasat és hémérséklet valto-
zasat egy tarcsas porlasztoval ellatott szaritdbban szemlélteti a
10. abra.

5.3.2.1. abra: A cseppek mozgdsa tarcsas porlasztoban

Igy alakult ki az a gyakorlat, hogy a tarcsas porlasztoval mitkodé szaritok L/D viszonya kozel egy,
mig a favokas porlasztohoz karcsiibb, magasabb tornyok tartoznak. A lassuldsi szakasz hossza
elsddlegesen a cseppek méretétdl fiigg. A nagyobb tomeg, illetve impulzus noveli a fékutat, a
keresztmetszet, illetve a keriilet pedig a kdzegellenallast, fékez6hatast erdsiti. A két hatas ered6jeként
a fékezési szakasz hossza kozel négyzetesen fiigg a csepp atmér6jétol (11. abra).
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5.3.2.2. abra: A cseppatmérd hatasa a fékezési szakasz hosszdra

Tehat ennél a megkdzelitésnél is a legnagyobb atmérdji cseppre kell méretezni, ennek
roppalyajahoz kell igazitani a késziilék sugarat.

5.3.3. Szemcseméret

Joggal feltételezhets, hogy a porlasztva szaritasnal a kialakuld porszemcsék mérete aranyos a bevitt
cseppek méretével. Ebbol kovetkezik, hogy a szaritott szemcsék méreteloszlasa is megegyezik a
cseppek aszimmetrikus gyakorisagfiiggvényével. A legnagyobb, illetve atlagos méretli részecskék
mérete viszont Osszefiiggésbe hozhatdo az anyagi, illetve technologiai paraméterckkel. Az egyes
valtozok hatasat els6 kozelitésben a mar vizsgalt Bar-egyenlettel értelmezhetjiik.

_ 8Koy;

2
P+ Vo

A cseppek/szemcsék mérete az egyenlet szerint egyenesen aranyos az oldat feliileti fesziiltségével. Ez
Osszhangban van a kisérleti eredményekkel, kiilonb6z6 szaritandé oldatok feliileti fesziiltségét
feliiletaktiv anyagokkal modositva az elméletnek megfeleld valtozasokat észleltek (12. abra). Ha tehat
sikeriil a feliileti fesziiltséget csokkenteni, csokken a cseppek mérete is. A kisebb cseppek gyorsabban
szaradnak, és a képz6dott aprobb szemesék szarazabb allapotban érik el a szarito falat. Ez a finomabb
por kevésbé tapad ki a késziilék falara, viszont nehezebb feladat a kilépés utani levalasztasa. Nagyobb
hanyada szokik at a ciklonon, ezt azutan zsakos sziirokkel kell felfogni.

d

max
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5.3.3.1. abra: A szemcsemeéret és a feliileti fesziiltség kapcsolata

A Bir-egyenletben szereplé masik technikai jellemzd a sebesség. Ez alatt a cseppeknek a szaritd
levegd sebességére vonatkoztatott relativ sebességét értjiik, ami jol mérhetd valtozast okoz a Szaritott
anyag szemcseméretében. A folyadékcseppek kilépési sebességét jo kozelitéssel megadja a porlaszté-
tarcsa kertileti sebessége. Az egyenlet forditott masodfoku aranyossagot jelez, ami 6sszhangban van a
tanszékiinkon mért adatokkal (13., 14. abra).
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5.3.3.2. abra: A keriileti sebesség hatdsa a szaritott por szemcseméretére
A folyadék beadagolasi sebességének novekedésekor egy meghatarozott érték felett a porlaszto-

tarcsa a folyadéksurlodas miatt fékezédni kezd, ezért forgasi sebessége csokken, ez is befolyasolja a
csepp-, ill. szemcseméret alakulasat.
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5.3.3.3. abra Linearizalt kapcsolat a sebesség és a cseppmeéret kozott

A folyadék beadagolasi sebességének novekedésekor egy meghatarozott érték felett a porlaszto-
tarcsa a folyadéksurlodas miatt fékezédni kezd, ezért forgasi sebessége csokken, ez is befolyasolja a
csepp-, ill. szemcseméret alakulasat.

Felmeriilhet még a csepp-, ill. szemcseméretet befolyasolé anyagi jellemzok kozott a viszkozitas
esetleges befolyasa is. Ez a paraméter a Bér-egyenletben nem szerepel, és a kisérletek szerint nincs
érdemleges hatasa.

Befolyasolja a szemcseméretet a szaritando oldat koncentrdcidja is. Ha az elporlasztott cseppek
mérete a koncentracid ndvekedésével valtozatlan marad, a leszaritott szemcsék mérete a nagyobb
szarazanyag-tartalom miatt jelentésen novekedik. A koncentracidé kozvetett hatasai viszont mar a
(altalaban novekszik) annak stirtisége is. Masrészrdl az oldott anyag koncentracidja befolyasolhatja a
feliileti fesziiltséget is. Mindkét paraméter szerepel a Bir-egyenletben, hatasuk ellentétes. Emiatt a
koncentracio hatdsa a szaritott por szemcseméretére nem egyértelmii, a mérési adatok valtozo hajlasu,
de monoton emelked6 gorbéket adnak (15. abra).
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5.3.3.4. abra: A koncentracio hatasa a szemcseméretre

Hétani méretezés szempontjabol alapvetd paraméter a szaritd levegd homérséklete. A cseppek,
illetve a porszemcsék méretére ennek nincs kimutathaté hatasa. A biologiai anyagok szaritasanal
viszont figyelembe kell venni a termék h6érzékenységét. Szerencsére a szaritasi folyamat tilnyomo
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részében az anyag a cseppben oldva van jelen, igy a hémérséklet nem haladhatja meg a forraspontot, a
100 °C-ot, illetve a ,,nedves héméré hémérsékletét”.

A szarit6 terhelhetéségét a kg elparologtatott viz/6ra mértékegységben adjak meg.
W H, — H,

levego be levego ki

= wm’szdrolgzisi

A bevitt hd mennyisége a levegd térfogataramatdl (ez altaldban rdgzitett, beépitett érték) és a
belép6 homérséklettdl (ez szabalyozhato) fiigg. A kilépd levegd homérséklete terheléstdl fiigg — minél
nagyobb mennyiségli vizet kell elparologtatni, annal alacsonyabb lesz. Technoldgiailag tehat az
alacsony kilépési homérséklet lenne célszerii, de ezt megint csak az anyag tulajdonsagai szabjak meg.
Olyan kilép6 hofokot kell valasztani, hogy az anyag ,.elegendd mértékben” megszaradjon — ne
maradjon benne a kivantnal tobb viz, ne maradjon ragacsos, ne tapadjon a késziilék és a ciklon
falahoz. Ezt a héfokot minden anyagra tapasztalati Gton, kisérletekkel kell meghatarozni.

Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a porlasztva szaritds a biolégiai anyagokra jol

alkalmazhatd6 miivelet, amelynek sok paramétere jol leirhatd az egyszeri Bir-egyenlettel, de
ugyanakkor egyes tényezok csak kisérleti titon hatarozhatok meg.
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6. ZARVANYTESTEK FELDOLGOZASA

6.1. A zarvdnytestek

A zéarvanytest kifejezést az angol ,,inclusion body” szokapcsolat forditdsaként hasznaljuk. Jelentése a
sejteken beliil, zarvanyok formajaban keletkezd, szilard halmazallapoti fehérjeszemcse. Kompakt,
legdmbolyitett alaka testek. Fénytorésiik eltér a citoplazmaétol, ezért faziskontraszt-mikroszkdppal
észlelhetok. Strtseégiik viszonylag nagy, ezért sejtfeltaras utan centrifugalassal gyorsan iilepithetdk.

6.1.1. abra: Zarvanytestek E. coli-ban

Anyagukban altalaban homogének, 90-95 szazalékban egyféle fehérjébol allnak. Technologiai
szempontbol csak a prokaridtakban el6forduld zarvanytestek érdekesek, emberi sejtekben csak nagyon
ritka genetikai rendellenességek kovetkeztében fordulnak eld.

A genetikailag manipulalt organizmusokkal eldallitott, roviden ,rekombinans” fehérjék
termelésének két alapvet6 lehetésége adodik. A manipulalt prokariota sejtekkel (pl. E. coli) kialakitott
technoldgianak szamos elénye van:

— gyorsan szaporodnak a sejtek,

— nagy sejtkoncentracio érhetd el

— egyszeri és olcso taptalaj

— gyorsan ¢és nagy koncentracioban keletkezik a fehérje.

Hatranyai ugyanakkor, hogy csak az aminosavsorrend kialakitasa reprodukalhaté biztosan. A
fehérjék ,,érése”, a poszttranszlaciés modifikaciok viszont nem, vagy nem megfeleléen mennek végbe.
fgy hibas lehet:

— a diszulfid-hidak kialakulasa

— a harmadlagos szerkezet, a ,,folding” kialakulasa

— kémiai médositasok, glikozilalas, metilezés

— az ,gCretlen” fehérjék gyakran rosszul oldodnak, a citoplazmabol kivalva
oldhatatlan zarvanytesteket alkotnak

— ezekbdl a fehérjék kinyerése és aktivalasa kiilon 1épéseket igényel.

A masik technoldgiai ut a bioszintézis végrehajtasa manipulalt allati sejtekkel. Ezek tenyésztésével
érett szerkezetli, glikozilalt, fiziologiailag aktiv fehérjét allithatunk eld, nem képzddnek fehérje-
zarvanyok, ezek feldolgozasaval sem kell foglalkozni. Viszont ennek az alternativanak is megvannak a
maga hatranyai:
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216 Fermentacios feldolgozasi technikak

— a szdveti sejtek lassan szaporodnak,

— kisebb az elérhet6 sejtkoncentracio,

— a megtermelt fehérje mennyisége is viszonylag kevés,
— draga, nehezen kezelhet6 tapoldatot igényelnek.

Sokszor nehéz valasztani a két lehetéség koziil. El6fordul, hogy ugyanazon termék piacan két
verseng0 cég egyike prokariotaval, a masik eukaridta sejtekkel termelt hatéanyaggal jelenik meg.

A zarvanytestek kialakuldsa tehat a prokariota sejtekben gyakran el6fordul, a fehérjék izolalasanal
komoly problémakat vet fel, ezért érdemes vele kiilon foglalkozni. Ez a fejezet némileg eltér a targy
egyéb témakoreitdl, mert nem egyetlen miiveletet targyal, hanem egy sajatos céli miiveletsort.

6.1.1. 4 zdrvanytestek kialakuldsa

A kifejezett fehérjék kozott sem lehet bizonyossdggal elére jelezni, hogy mely fehérjékbdl lesz
zarvanytest, és melyekbdl nem. A vizsgalatok szerint képzodésiik nem hozhatd Gsszefliggésbe sem
genetikai paraméterekkel (host, vektor, génkornyezet), sem a fehérje tulajdonsagaival (méret,
oldhatosag, szerkezet). Annyit lehet csak megfogalmazni, hogy a sok diszulfidhidat tartalmazo
fehérjék altalaban hajlamosabbak a zarvanyképzésre. A fehérjezarvanyok képzodése kinetikai okokra
vezethetd vissza. A riboszomak felilletén végbemend fehérjeszintézis létrehozza a megfeleld
aminosav-sorrendi polipeptidlancot (elsddleges szerkezet), de az aktiv (nativ) allapot eléréséhez ennek
fel kell vennie a megfeleld6 masodlagos és harmadlagos szerkezetet, beleértve az intramolekularis
diszulfidhidak kialakulasat is. Ezt a folyamatot nevezik ,,folding”-nak (legelfogadhatobb forditasa
talan a ,hajtogatas”). A folyamat tobbé-kevésbé spontan modon is végbemegy, hiszen a rendezett,
nativ fehérje energiaallapota alacsonyabb, mint a frissen keletkezett, kigombolyitott fehérjelancé. Az
atalakulast szamos esetben katalizaljak a chaperonok (dajkafehérjék). A fehérjeképzddés és a folding
normalis koriilmények kozott egyensulyban van, a létrejott fehérjemennyiség tilnyomorészt atalakul
nativ formava. Ha viszont valamilyen oknal fogva tobb fehérje képzddik, mint amennyit a folding
folyamata at tud alakitani, akkor a felszaporodo ,,hajtogatatlan” (unfolded) fehérje zarvanytestté alakul
(2. 4bra). Ezt a mechanizmust igazolja az a megfigyelés is, hogy ha a prokaridta organizmus sajat

srer

is kialakulhat zarvanytest.

Folding —— Nativ fehérje
Fehérje-bioszintézis
Zarvany kéepzodés — IB

6.1.1.1. abra: A folding és a zarvanyképzddés alternativ utak

A fehérjezarvanyok jellemzden a citoplazmaban alakulnak ki. Az E. coli citoplazmajaban ugyanis
a kozeg reduktiv, ami nem kedvez a diszulfidhidak kialakulasanak, azaz a foldingnak. A coli
citoplazma-fehérjéinek jelentés részében nincs is diszulfidhid. A sejten beliil oxidativ kornyezetet a
periplazmikus térben talalunk, itt megy végbe a keresztkotést tartalmazo fehérjék foldingja.

A fehérjezarvanyok kialakulasa bonyolultabba teszi az izolalasi technoldgiat, de ugyanakkor
vannak eldnyei is. A szemcsék csaknem tiszta célfehérjébdl allnak, homogenitasuk tobb mint 90
szazalék, ezzel az elotisztitas feleslegessé valik. Ebben a tdmdr allapotban nem hatnak a proteazok,
nem kell a termék elbontasatdl tartani. A zarvanyban 1évé fehérjék inaktivak, igy a sejten beliil nem
tudjak kifejteni esetleges karos hatasukat.

6.1.2. A feldolgozasi technologia

A zarvanytestekbe tomoriilt fehérje kinyerése és aktivalasa altalaban a kdvetkezd sorrendi séma szerint

folyik:
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1. sejtfeltaras — sejttormelék, benne a zarvanytestek
2. centrifugalas, tisztitas— ,,IB paszta”

3. oldatba vitel — oldott, unfolded fehérje

4. folding — oldott, aktiv fehérje

A kovetkezdkben eszerint tekintjiik 4t a technologia 1épéseit.
6.1.2.1. Sejtfeltaras

A sejtfeltaras miiveleteivel a 3. fejezetben mar részletesen foglalkoztunk. A baktériumok sejtfala
valtozo erfsségll, a Gram-pozitiv torzseké ellenallobb, a Gram-negativaké valamivel gyengébb. Ipari
méretekben lizozimos kezelést, és/vagy nagynyomasi homogenizatort alkalmaznak. A feltaras a
zarvanytesteket nem karositja, nem apritja.

6.1.2.2. Centrifugalas, tisztitdas

A zarvanytestek tOmor, nagyobb slrliségli részecskék, centrifugalasnal jol {ilepednek. A
sejttormelékek és a fehérjeszemesék kis mérettartomanyba esnek, iilepitésiikhdz nagyobb g-értékekre
van sziikség (~10 000-20 000 g). A zarvanyok anyaga eléggé tiszta, csak a feliiletiikon hordoznak
szennyezéseket. Ezeket a feliiluszo elvétele utan pufferrel célszerli lemosni, majd ujracentrifugalni. Az
alappuffer (pH ~ 8) sokat (pl. 0,2 M NaCl-ot), és feliiletaktiv anyagot (p. Triton X100-at) is tartalmaz.
A fémionok megkotésére EDTA-t, reduktiv kdzeg fenntartdsara ditio-treitolt (DTT), a mikrobialis
romlas kivédésére NaN;-ot adagolnak.

6.1.2.3. Oldas, szolubilizalas

A zarvanytestek kivalasat éppen az okozza, hogy a nyers fehérjék a citoplazma sos vizes kozegében
rosszul oldodnak. Ha fel akarjuk ezeket oldani, ebben az esetben a kdzeg polaritdsanak valtoztatasaval,
csokkentésével (olddszer) vagy ndvelésével (sok) nem megyiink semmire. A fehérjék oldasat un.
kaotrop oldoszerekkel segithetjiik el6. A kaotrop anyagok (tipikusan a karbamid, illetve a guanidin),
hidrogénkotések kiépitésére hajlamosak. A vizben szinte korlatlanul oldédnak, nagy koncentracidban
(40-50 %) a szintén hidrogénhidak kialakitasara képes vizmolekulakkal egyiitt sajatos tulajdonsagt
oldoszert alkotnak. Ebben egyrészt a kaotrop molekuldk kozbeépiilésével megsziinik a hidrogén-
kotésekkel 0sszekapcsolddd vizmolekulak térhalos, végtelenitett szovete (kao-trop = kdoszt eldsegito).
Masrészt a fehérjemolekulaknak lehetdségiik van hidratburok helyett ,kaotrép burkot” megkdtni
feliiletiikon, és ezzel oldatba vihet6k olyan anyagok is, amelyek vizes kdozegben oldhatatlanok.

A szolubilizal6 elegy f6 komponense 8 M karbamid vagy 6 M guanidin-hidroklorid. A kozeget
pH~8 koriil pufferoljak. Ez az oldat is tartalmaz EDTA-t, és itt is erdsen redukalo potencialt alakitanak
ki SH-vegyiiletekkel (ditiotreitol, ditioeritrol, redukalt glutation, merkapto-etanol, cisztein, cisztamin),
~5 g/l-re allitjak be. Az oldasi folyamat szobahémérsékleten néhany ora (1-4 o6ra) alatt végbemegy.
Felmeriilhet a kérdés, hogy miképpen lehetne elvalasztani az oldédas soran kiszabaduld szennyezo
fehérjeket. Ez a 1épés azonban nem sziikséges, mert a kovetkezd 1épésben tobbszazszorosan
meghigitjdk az oldatot, aminek kovetkeztében a szennyezdk koncentracidja elhanyagolhatd szintre
csokken.

6.1.2.4. Folding

Ebben a témakorben folding (,,hajtogatas™) alatt a fehérje masodlagos és harmadlagos szerkezetének
megfeleld kialakuldsat értjiikk. A térbeli szerkezetet az intramolekularis elsddleges és masodlagos
kémiai kotések rogzitik. Az intermolekularis (két vagy tobb fehérjemolekulat 6sszeko6td) kapcesolatok
hibas szerkezetet, inaktiv fehérjéket eredményeznek. A haromdimenzios szerkezetet kovalens kotések
(diszulfidhidak) és gyengébb kolcsonhatasok (hidrogénhidak, ionpar-kélcsonhatasok és van der
Waals-erdk) stabilizaljak.

A sejtekben a folding természetes folyamata az endoplazmas retikulumban megy végbe. A belsé
kotések kialakuldsat dajkafehérjék (chaperonok) katalizaljak, amelyek atmenetileg 6sszekapcsolodnak
a formal6do fehérjével, majd a megfeleld alak kialakulasa utan levalnak réla (3. dbra). Ezzel parhu-
zamosan a fehérje N-glikozilalasanak elsé 1épései is lejatszodnak. A fehérjemolekuldk ezek utan
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szallité (transzport) vezikuldkban 1épnek ki a lumenbdl, és tovabbitddnak a Golgi-komplexbe, ahol
glikozilalasuk folytatodik, érésiik befejezédik.

Chaperonok

Folding
PYS\
Endoplazmas
retikulum

Chaperonok
bels levalasa
elsé tere
| ® -8

) Vezikula
. transzport

Golgi v

komplexhez

6.1.2.4.1. abra: A folding az endoplazmas retikulumban megy végbe

Ugyanezt a folding reakciosort a technoldgia soran in vitro, azaz késziilékben, endoplazmas
retikulum ¢€s dajkafehérjék nélkiil kell megvalositani. Ez sokkal nehezebb feladat. A nativ szerkezet
kialakulasa soklépéses folyamat, amely tobbféle mellékreakcioban is ,,félrecstiszhat”, inaktiv
termékeket eredményezve. A ,téves” reakciok lehetnek intra- és intermolekularisak (4. abra).

6.1.2.4.2. abra: A folding folyamata és mellékreakcioi
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A monomolekularis reakciok tobbé-kevésbé reverzibilisek, az aggregatumképzés viszont nem.
Emiatt els6dleges cél a molekulak tavoltartasa, talalkozasuk megakadalyozasa. A legegyszeriibb
megoldas az erés higitds, a hig oldatokban a fehérjék talalkozasi valdszinlisége kicsi. A

cre

koncentracid hatasa a reakciosebességre kvantitativan is kifejezhetd. A sebességeket felirva a
foldingra (F) és az aggregaciora (A) a kovetkez6 Osszefiiggéseket kapjuk:

_dc

v de _dc
Fodt

T dt

_ 2
= —kzcC v, = —K,C

A negativ eldjel arra utal, hogy a kiindulasi fehérjekoncentracié a reakcid soran csokken. Az
aggregacié (minimum) bimolekularis (masodrendii) folyamat, emiatt szerepel a koncentracio a
masodik hatvanyon. Ha tehat a higitdssal a koncentracidt ezerszeresen csokkentjiik, a folding
sebessége ezredrészére csokken, az aggregicioé viszont egymilliomod részére. A folding lelassul
ugyan, de a bimolekularis reakciok gyakorlatilag megsziinnek. A folding kialakuldsara emiatt
hosszabb, 24-48 oras reakcididot adnak. A fehérjeoldatot lassan, keverés kozben, nagy mennyiségii
foldingpufferbe engedik. A beadagolast sokszor tobb ponton, illetve tobb részletben hajtjak végre. A
bevitel késleltetése nem csak a tokéletes elkeveredést szolgalja, hiszen az néhany masodperc alatt
bekovetkezik. Ha a betaplalas soran tobb id6t hagyunk, akkor a mar bevitt fehérje egy része felveszi a

crcr

Egy adott fehérjelanc a hajtogatas soran

nagyon sokféle konformaciot folvehet, ezek Rendezetlen, unfolded formak
kozil csak egy ,,az igazi”, a nativ, aktiv fehérje.

A sokféle szerkezet energiaszintje is kiilonb6zo. l l

Sok vizsgélattal alatamasztott feltételezés, hogy a

Entrépia

4

nativ allapot az energiaminimumnak megfelel6
szerkezet. A feltételezés azon alapul, hogy ha a
természetben, a sejtekben miikodo aktiv, nativ
fehérjéknek lenne egy még alacsonyabb energia-
nivoju alakja, akkor a fehérjék spontan mddon
,,atcstisznanak™ ebbe a masik — kevésbé aktiv —
formaba, amelyben kevésbé hatékonyan mikdd-
nének. A rosszabb hatékonysaga miikodést vi-
szont a természetes szelekcid, az evolucios ver-
seny kiszelektalja, kihalasra itéli. Az in vitro
folding soran tehat a fehérjéket az energiami-
nimum felé kell mozgatni, ami latszélag konnyt,
onként végbemend folyamat. A nehézséget az
jelenti, hogy a nagyon sok hajtogatasi forma
energiaszintjei bonyolult energiafeliileteket al-
kotnak (5. abra), aminek szdmos lokalis minimu-
ma lehet, ahol a molekula ,,megrekedhet”. Ennek E nativ
kivédésére a tudomany altal sok helyen alkalma- Nativ forma

Energia

zott modszert alkalmazzuk: ismételt kis energia-
»lokésekkel” perturbaljuk a rendszert, atsegitjiik a lokalis energiagatakon. Ezzel elérjiik, hogy a
molekuldk talnyomo tobbsége az energiaminimumra vagy legalabb annak kozvetlen kozelébe
keriiljon. Ilyen perturbacids energiakdzlés torténhet a hdmozgassal, illetve dinamikus kémiai rendsze-

rekkel. A foldingreakcidt nem szoktak melegiteni, altalaban 4-20 °C kozott végzik.

6.1.2.4.3. abra: A fehérjehajtogatdsi formdk energia- és entropiaviszonyai
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A folding kialakitasanal kritikus folyamat a
diszulfidhidak (kovalens kotések, nagyobb ener-
giat képviselnek) megfeleld kialakitasa. Ha egy
fehérjemolekulaban csak két hozzaférhetd cisz-
tein van, akkor nincs esély hibas kénhid 1étrejot-
tére. Ha viszont tobb is van (n), akkor a lehetsé- 3
ges hidak szama n*(n-1)/2 — ekkor mar nagy az v all
esély a ,téves” kapcsolddasra. Extrém példa a /
rekombinans fehérjeként gyartott széveti plazmi- RSH u

RSH

2 Tévesen kialakult
4 diszulfidhidak

nogén aktivator (tPA), amelyben 16 diszulfidhid
fordul el6. A kénhidak létrehozaséhoz az ed-
digiektdl eltéréen oxidald kozegre van sziikség,

ezt ditio-vegyiiletekkel érjilkk el. De mivel gyak- ‘ | |3
ran eléfordul, hogy az adott SH-csoport elsére =H 5=*—" Felbontott

5 516 —s3 g T g diszulfidhidak
nem a megfeleldé partnerrel alkot kotést, R—8= T SH Iszulfidhida

biztositani kell a felbontas és ujrakotés lehetd-
ségét is. Ehhez redukald, SH-vegyiiletek
jelenlétére is sziikség van. Erre a célra ,,redox- “

puffert” alkalmaznak, amiben az adott kén-
vegyiilet oxidalt és redukalt alakja egymaés
mellett van jelen — a {6 reakcidiranynak megfele-
16en oxidalo tulsullyal. Ilyen vegyiiletparok pél-
daul a glutation (oxidalt > redukalt forma), a
cisztein < cisztin és a [B-merkapto-etanol <
diszulfidja. A dinamikus kotés-felbomlas-
ujrakotés  folyamat  végeredményeképpen a RSH
kialakul az energiaminimum vagy ahhoz kozeli
allapot (6. abra).

RSH

(o)

Ujra kialakult
diszulfidhidak

IR
— o) —

—n [
N

6.1.2.4.4. abra: A diszulfidhidak ujrakapcsolodasa

A folding puffer alapja altalaban 0,1-0,2 M Tris, a pH valtozatlanul 7,5-8,5 k6zotti érték. A
kénvegyiiletek koncentracidja 1-10 mM. Az oldat az eddigiekhez hasonldan tartalmaz detergenseket,
pl. Triton-X-et, és 2-10 mM EDTA-t. Konzervaloszerként a sejteket elpusztitd azid helyett ~0,1 mM
PMSF-ot (fenil-metil-szulfonil-fluorid, proteaz inhibitor) hasznalnak. Emellett chaperon-hatasu
anyagokkal is kiegészitik az Osszetételt, igy arginint adnak 0,4-1 M koncentracioban. Kisebb
koncentracidban kaotrop anyagokat is alkalmaznak. Egyes specidlis esetekben olyan amfifil mole-
kulak pozitiv chaperon hatasat mutattak ki, mint az alkil-karbamid, PEG, lauril-maltozid, CHAPS,
ciklodextrinek.

6.1.2.5. Specidlis foldingtechnikak

A leirt altalanosan hasznalt higitasos modszer mellett szamos, eltérd elven miikodo technikat is leirtak.
Kialakithato a folding gélkromatogrdfia kozben is. A foldingpufferrel elualva, a kaotrop anyagok
kihigulnak és lemaradnak az oszlopban. A legels6 frakcidban a nagyméretli aggregatumok jelennek
meg, azutan a monomer fehérjék, végiil a kaotropok. Idealis esetben a nyers, a nativ és a misfolded
(rosszul hajtogatott) formakat is el lehet valasztani, bar ezek molekulatomege egyforma.

A fehérjék talalkozasat higitas helyett meg lehet akadalyozni ugy is, hogy a lanc egyik végét
szilard feliilethez kotik (matrix assisted folding). Ha a kotés csak egy rovid szakaszt érint (poli-His
vég, poli-Arg vég), akkor a molekulalanc tobbi része a pufferben felveszi a nativ alakot. Kiilon 1épés a
kész fehérje levalasztasa a toltet feliiletérol.

Mas kromatografias tolteten is végbemehet a folding. Adszorpcios kromatogrdfia soran (pl. HIC) a
fehérjemolekula a sokszor ismétlédé szopcido-deszorpeid soran ,atgyurddik”, felveszi a minimalis
energiaju formajat.
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A higitasos puffercsere helyett az oldoszervaltas megoldhatd dializissel is. A kaotrop anyagok
fokozatosan eltavoznak, a kénvegyiiletek belépnek a folyadékba. A dializis és a folding egyarant lasst

folyamatok, parhuzamosan megvalosithatok.
6.1.2.6. 4 folding befolyasoldsa fehérjemérnokséggel

A foldingot, kiilonosen a diszulfidhidak kialakulasat egy vagy
néhany kritikus aminosav kicserélésével meg lehet val-
toztatni. A ciszteinek beépitésével, vagy cseréjével a kotési
lehetdségek megvaltoznak.

Jo példa erre a BETASERON™ fehérje kialakitasa. A béta-
interferon (immunfehérje) eredetileg harom ciszteint tartal-
maz (17, 31 és 141 aminosav), ezek koziil kettd (31 és 141)
diszulfidhidat képez. Amikor rekombinans fehérjeként alli-
tottak eld, problémat okozott, hogy az SH-csoportok statiszti-
kusan kapcsolddtak 6ssze, és a harom lehetséges szerkezetbol
csak egy volt aktiv. A hibas szerkezetii termékek kialakulasa-
nak megakadalyozasara a gén modositasaval a 17 pozicioban
allo ciszteint kicserélték szerinre. A szerin kémiailag hasonlo
tulajdonsagli aminosav, oldallancan SH-csoport helyett ha-
sonlo polaritasi OH-csoportot tartalmaz, igy a fehérje tulaj-
donsagait legfeljebb minimalis mértékben valtoztatja meg.
Keresztkotések 1étesitésére a szerin viszont alkalmatlan, igy
csakis a megmaradt két cisztein kozott johet 1étre a kotés, igy
nem keletkeznek melléktermékek (7. abra).

6.1.2.6.1. abra: A béta interferon lehetséges diszulfidhidjai
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7. ESETTANULMANY-1: CITROMSAV GYARTASA

7.1. A citromsav

A szerves savak elsddleges anyagcseretermékek, az energiatermeléshez vagy a novekedéshez kotott
bioszintézissel képzédnek. Minden nagy rendszertani egységben (baktériumok, élesztok, fonalas
gombak) vannak savtermelék. A savtermelés altalaban hidnyos anyagcserét jelez — az oxidacié nem
megy tejesen végig szén-dioxidig €s vizig. Anaeroboknal nem az oxidacié hianyos, hanem specialis,
kis energianyereségii reakciok fordulnak elé (homofermentativak, homoacetogének).

A citromsav harombazisii szerves sav. Viszonylag erés sav, de mégsem korroziv. Komplex-
képzésre hajlamos, megkdti a fémionokat. Nagy a pufferkapacitdsa, a harom savcsoport miatt harom
pK-értéke van, azaz széles pH-tartomanyban hasznalhatd pufferként. Biologiailag bonthato, kelle-
mesen savanyu izii anyag. Eves termelése kb. masfél milli6 tonna. Ennek kb. 60%-at az élelmiszer-
iparban hasznaljak fel (iidit6k, borok, lekvarok, édességek készitésénél).

7.2. A citromsay gydrtdsa

A termeld torzsekkel, a bioszintézis 1épéseivel és szabdlyozasaval a Biotermék technoldgia targy
foglalkozik. Itt csak a technologidra, azon beliil is a feldolgozési technologiara koncentralunk. A
folyamat 1épései:

kivesziink egy torzskonzervet az iizemi készletbdl
szaporitas kémcsOben

szaporitas razott lombikban

szaporitas laboratoriumi fermentorban

oltbanyag szaporitasa inokulum fermentorban

a termel6 fermentor beoltasa

sejtszaporitas, citromsavtermelés (jellemzden szakaszos)
a micélium elvalasztasa

9. oxalat és ferrocianid eltavolitasa

10. kalcium-citrat kicsapasa és elvalasztasa

11. feltaras kénsavval

12. szintelenités és ionmentesités

13. koncentralas

14. kristalyositas, kristadlyszeparalas

15. szaritas

16. apritas

17. osztalyozas

18. csomagolas

NGO~ wWDNE

A folyamat egészét és részleteit interaktiv kép-a-képben animacioval szemléltetjiik.

7.2.1. animacié: Citromsav-animdcio

A feliileteken a piros keretbe foglalt részletekre kattintva szemléltetd és magyarazo anyagok
nyilnak meg.
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7.2.1. Upstream processing (1-7. pontok)

Az eldallitashoz sziiksége szénforrds valamely cukor (gliikdz, fruktéz, szachardz, ill. keményitd,
melasz, hulladék szénhidrat). Léteznek eljarasok n-alkanokra (Co—Cag), illetve alkoholokra, de ezek
nem terjedtek el. Szachar6zon az elméleti hozam 123%, de a valosagban a sejttomegképz6dés miatt
maximum 92% érhet6 el. Az altalanosan hasznalt melaszt beadagolas el6tt sziirni, és ioncserével
vasmentesiteni kell. A tdpoldatot folyamatos sterilezOkon atvezetve csiramentesitik. Az optimalis
tapoldat Osszetételében fontos a Fe, Cu, Zn és Mn megfelel6 koncentracioja is. A maradék vasionok
megkdtésére legtobbszor K-ferrocianidot hasznalnak, ennek eltavolitasa viszont kiilon 1épés a
feldolgozas soran.

A pH szempontjabol rendhagyo, hogy a citromsav az egyetlen fermentalt sav, amit nem kell menet
kozben a fermentorban semlegesiteni, az alacsony pH nem art sem a mikroorganizmusnak, sem a
termékképzésnek. Intenziv levegdztetésre van sziikség.

7.2.2. A micélium elvalasztasa

A citromsavtermeld torzsek Aspergillusok (A. niger, A wentii), azaz fonalas gombak. Micelialis
novekedéstiek, a fermentlében gombafonalak tomege jelenik meg. A technoldgia szempontjabol
szerkezet. A pellet jelentése szemcse, azaz a fonalak kis gomboket alkotnak. A pelletek jellemz6
mérete 1-2 mm, bar laboratériumban, razatott tenyészetben akar ~1 cm-es csomok is el6fordulnak. A
szemcsés szerkezet elonyos egyrészt a levegdztetés szempontjabol, masrészt a sziirhetéség is sokkal
kedvezdbb, a szuszpenzid newtoni folyadékként viselkedik.

A micéliumokat altalaban vdkuum dobsziirével valasztjak el. Ha sziirsegédanyagra is sziikség
van, az asvanyi anyagok helyett gyakran novényi melléktermékeket (pelyva, szalmatorek) hasznalnak.

71.2.3. Oxalatmentesités

A citromsav-fermentacio soran a leggondosabban vezetett fermentacios technologia mellett is mindig
képzodik kis mennyiségli oxalsav is. A sziirt fermentlé elsé kezelése ennek elvalasztasara szolgal. Az
elvélasztas elve azon alapul, hogy a kalcium-oxalat rosszul olddédik vizben, igy az oxélsav mésztejjel
reagaltatva lecsaphatd. A gondot az jelenti, hogy ugyanez igaz a citratra is, abbdl is csapadék
képzédik. A megoldds a kalcium-hidroxid fokozatos hozzaaddsa, amivel ,megtitraljuk” a
fermentlevet. Kevés Ca(OH), bevitelével az oxalat levalik, mig az egybazisi kalcium-citrat (a
harombazistval ellentétben) elég jol oldodik.

A lug hatasara a vasat elvond hexaciano-ferrat komplex is kicsapodik. Ez gyakran lathat6 is, mert
ez a vegyiilet a fehér csapadékot kékes szinfire festi.

A csapadék Kisziirésére dobsziir6t, nyomdsziirét vagy Funda-sziirt alkalmaznak.

7.2.4. A citromsav kicsapdsa

A citromsav elvalasztasanak klasszikus modja a kicsapas kalcium-citrat formajaban. Ehhez tovabbi
mésztejet adagolnak az oldatba, ami teljes mértékben semlegesiti a savat, trikalcium-citrat képzoédik. A
kicsapas mentét befolyasold technoldgiai paraméterek:

— a citromsav koncentracioja,
— a homérséklet,

—apH,és

—a Ca(OH),-adagolas iiteme

A citromsav-koncentracio adott, ezen nem gazdasagos valtoztatni. A hdmérséklet hatasa egyedi. A

legtobb anyag oldhatosaga javul magasabb hémérsékleten. A kalcium-citrat oldhatdsaga viszont
maximumos fliggvény, magasabb homérsékleten tjra csdkken (1. tablazat).
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7.2.4.1. tablazat: |INGBIGERR A trikalcium-citrat oldhatésiga a hémérséklet fiiggvényében

Hoémérsékle | oldhatosag
t
°C 9/100 ml
18°C 0,085
25°C 0,096
40°C 0,085
90°C 0,058'!

A maximalis kihozatal érdekében a csapadékos levet forron, 90 °C-on sziirik. Ezt eldsegiti az,
hogy a mész beolddsanal, illetve a kozombdsitésnél jelentds mennyiségli hd szabadul fel, ami
felmelegiti az oldatot. A sziirlet hétartalmat hocserélokkel vissza lehet nyerni, és hasznositani. A
lecsapas hatasfoka semleges kozegben a legjobb, ezért a 7 koriili pH beallitasara torekednek, tilzott
lugositas ujra javitja az oldhatosagot. A reakcidhoz CaO-ra nézve 18-25%-0s oldatot hasznalnak,
lassan beadagolva. Igy nagyobb kristalyok keletkeznek, amelyek kevesebb szennyezést visznek
magukkal. A csapadékot a klasszikus vakuum dobsziirén valasztjak el.

1.2.5. Feltaras kensavval

Gyengébb savat s6jabol egy erdsebb savval lehet felszabaditani. A citromsavgyartasi technologia
esetében a kénsav a legmegfelelobb, mert a melléktermékként keletkezé gipsz oldhatatlan, kdnnyen
elvalaszthatd a citromsav oldattol. Sésav vagy salétromsav hasznalata esetén a kalcium-klorid, illetve
kalcium-nitrat oldatban maradna, és ez megnehezitené a citromsav kinyerését. A feltaras tomény (60-
70%-0s) kénsavval torténik. Ez a koncentracio még nem oxidalja a szerves anyagokat, és ugyanakkor
nem higitjuk meg vele tulsagosan az oldatot. A kénsavat a sztdchiometrikushoz képest kis feleslegben
(+1-2 g/l) adagoljak. A képzddé gipszet ismét csak vakuum dobszilirén sziirik le. A melléktermékként
képz6do kristalyvizes gipsz mennyisége igen nagy, 1 tonna citromsav elallitdsaval mintegy 1,4 tonna
gipsz képzodik. Hasznositasa, illetve elhelyezése egyre nagyobb problémat jelent.

7.2.6. Tisztitas adszorpcioval

A feltarassal kapott citromsav oldat még szinanyagokat és dsvanyi ionokat tartalmaz. Ezektdl
oszlopokban végrehajtott adszorpcidval szabadulhatunk meg. A szinanyagokat aktiv szénnel toltott
oszlopon lehet megkdtni. Az asvanyi sok ionjait ioncseréld gyantdkkal lehet eltavolitani, ,,flow
through” technikaval, azaz nem a fékomponenst kotjilk meg a kolonndn, hanem a szennyezéseket. A
termék ataramlik az oszlopon, nincs sziikség eluciora. Ipari 1éptékben nem egy-egy oszlopot tele-
pitenek, hanem tobb tucat vagy akar szdz, egyenként néhany kobméteres kolonnat kapcsolnak 6ssze
egy teleppé. Ezek egy része dolgozik, més részét egyidejileg regeneraljak, igy lehet biztositani a
folyamatos lizemmenetet.

7.2.7. Koncentralas beparldssal

A tisztitott citromsav oldat koncentracioja 200-250 g/l ez még nem kristalyosithato, tovabb kell
toményiteni. A koncentralas célszeri miivelete ennél a terméknél a beparlds. A bioldgiai anyagok
esetében ritkan alkalmaznak beparlast, mert a legtobb ilyen anyag hoérzékeny. E tananyagban nem is
targyaltuk a beparlas miveletét, amellyel részletesen a Vegyipari miiveletek targy foglalkozik. A
citromsav-technologianal is kiméletesen, azaz alacsony hémérsékleten, rovid tartozkodasi iddvel
torténik a beparlas. Tobbfokozatu, tobbtestes vakuumbeparlot hasznalnak, ahol az utols6 fokozatban a
tomény oldat hdmérséklete nem haladja meg a 40 °C-ot.

7.2.8. Kristdlyositds

A betdményitett oldat lehiitve mar taltelitetté valik, bel6le a citromsav kristalyosithatd. A miivelet
kritikus pontja a hdmérséklet. 36,5 °C alatt ugyanis a sav egy kristalyvizzel, ef6l6tt pedig vizmentesen
kristalyosodik. A citromsav-monohidrat jobban kezelhetd, stabilabb és nem utolsosorban esztéti-
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kusabb anyag, ezért ennek létrehozasara torekednek. A vakuumbeparlas utan a ~40 °C-os oldatot 20-
25 °C-ra hiitik, ebbdl valnak ki a kristalyvizes kristalyok. A citromsavgyartas olyan nagy 1éptékben
folyik, hogy érdemes folyamatos kristalyositokat alkalmazni. Ezekben az allandésitott koriilmények
hatasara allando tisztasagu és allandd méreteloszlasu kristalyok jonnek 1étre. A kristalyok elvalasztasa
és mosasa altaldban szlirGcentrifugaban torténik. Az anyalig még jelentds mennyiségli terméket
tartalmaz, ezt visszavezetik a technologidba, a tisztitasi 1épések elé, és ujra feldolgozzak.

7.2.9. Szaritds

A szlir6bol kikeriilé mosott kristalyok feliilete nedves. Ezt a maradék folyadékot szaritassal tavolitjak
el. Ez a folyamat is tulajdonképpen beparlas, pontosabban a feliileten 1év6 folyadék szarazra parolasa.
Alapveto kiilonbség, hogy a szaritasnal a hokozlésre meleg levegot alkalmaznak. A miivelet sordn ujra
jelentkezik a kristalyvizvesztés veszélye. A szaradd anyag hémérséklete nem haladhatja meg a
36,5 °C-ot. Emiatt vagy vakuumszaritokat haszndlnak, vagy igen nagy mennyiségl, kozel szoba-
hémérsékletli levegdvel szaritanak.

7.3. Fejlesztési iranyok

ez lathato, az eljaras sok vegyszert és energiat igényel, és oriasi mennyiségii mellékterméket bocsat ki.
Emiatt allandd a nyomds, hogy alternativ technoldgiai megoldasokat dolgozzanak ki. Igéretesek
példaul a membranmiiveletek. A sejtek elvalasztasara mikrosziirést, a nagy molekulaju szennyezések
eltavolitasara ultrasziirést, a citromsav oldat koncentralasara reverz ozmozist vagy nanosziirést lehet
alkalmazni. Az 0j feldolgozasi miiveletek elterjedésének gatja, hogy a citromsav igen nagy mennyi-
ségben gyartott olcs6 tomegtermék, a legkisebb tobbletkoltség is veszélyezteti a versenyképességet.
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8. ESETTANULMANY-2: MONOKLONALIS ANTITESTEK
GYARTASA

8.1. A monoklondlis antitestek (MAB)

Az antitestek a szervezet molekularis immunvalaszanak részei. A szervezetbe behatold idegen anya-
gokkal, az antigénekkel 1épnek kolcsonhatasba. Azokat az anyagokat nevezziik antigénnek, melyek a
gerincesek szervezetében antitestek (ellenanyagok) termelését, illetve immunvalaszt inditanak el. Az
elnevezés Detre Laszl6 magyar mikrobiologustol szarmazik, vélhetleg az anti(testet) general
szavakbol. A modern definicié szerint minden olyan anyag antigén, amit az adaptiv immunrendszer
felismer. Szorosabb értelemben, immunogén az az anyag, ami valaszt képes kivaltani az immun-
rendszerb6l, mig az antigének olyan anyagok, amik specifikus antitestekhez kotédnek. Az antigének
altalaban fehérjék vagy poliszacharidok, ezek a baktériumok, virusok és mas mikroorganizmusok
testét felépitd anyagok vagy toxinok is lehetnek. A nem mikrobialis kiilsé eredet(i (exogén) antigének
kozé tartozhatnak a pollen, idegen (pl. tej-, tojas-) fehérje, atiiltetett szGvetek vagy szervek fehérjéi,
beleértve a vératomlesztéskor bejutott vérsejtek felszinén talalhat6 glikoproteineket is.

Az antitestek olyan fehérjemolekulak, amelyeket az immunrendszer termel annak érdekében, hogy
felismerje €s semlegesitse a szervezetbe keriilt idegen anyagokat, mint példaul a baktériumokat vagy a
virusokat. Minden egyes ellenanyag egy idegen molekula egyedi részét (epitdp) ismeri fel és kotédik
hozza. Az ellenanyagok az immunrendszer humoralis immunvalasza soran keletkeznek. Az
immunglobulinok olyan glikoproteinek az immunglobulin szupercsaladban, amelyek ellenanyagként
funkciondlnak. Az ellenanyag és immunglobulin elnevezéseket gyakran egymads helyettesitésére
hasznaljak. Eléfordulnak a vérben és a szoveti folyadékban csakugy, mint szamos valadékban. Szerke-

crcr

immunrendszer B sejtjeibél szarmazo plazmasejtek termelik és valasztjak ki. A folyamat soran a B
sejtek a nekik megfeleld antigént megkotik, aktivalodnak és plazmasejtté differencialodnak. Az
aktivalodashoz rendszerint a T helper sejtek tamogatasa is sziikséges.

Az immunglobulinok nagy molekulaméretii plazmafehérjék, melyekhez gyakran N-terminalis cu-
korlancok kapcsolodnak az aminosav-oldallancokhoz. Az antitest monomer formaban egy ,,Y”-alaka
molekula, amely két egyforma nehéz lancbol és két egyforma kdnnyti lancbdl all. Az egyes lancokat
egymassal diszulfidhidak kotik ossze.

A szervezet ellenanyag-diverzitasa hatalmas, gyakorlatilag minden egyes fehér vérsejt eltérd
antitestet szintetizal. Igy a vériinkben 10’—10° nagysagrendii kiilonbozé epitoppal reagald antitest van
jelen. Emiatt ezt a természetes egyiittest poliklonalis antitestnek nevezziik. Ezt tartalmazza a gamma-
globulin-injekcio is.

Monoklonalitasrol akkor beszélhetiink, ha az ellenanyag-molekulak egyetlen B-limfocita klon
termékei. Homogének (fehérjekémia, antigénspecifitas, affinitds, izotipus) szempontjabol. Egyetlen
antigén egyetlen epitopjaval képesek kotddni, a két molekularis feliilet komplementer megfeleltetése
nagyon specifikus. Affinitdsuk nagy, azaz a reverzibilis kotddési reakcid egyensulya igen erdsen a
kotés iranyaba tolodik el. Ez azt is eredményezi, hogy a kotddés igen kis koncentraciok mellett is
l1étrejon. Elonye a poliklondlis ellenanyaggal szemben, hogy a meghatarozott specificitisu €s izotipusu
ellenanyagok nagy mennyiségben és azonos mindségben (,,pharmacology-grade™) allithatok el6.
Jelentos szerepiik a biokémia, a molekularis genetika és a gyogyaszat teriiletein van. Nagy elonyiik,
hogy kiszamithato hatassal és kevés mellékhatassal rendelkeznek.

A monoklonalis antitestek (MAB vagy Moab) a monospecifikus antitestek, amelyek azonosak,
hiszen egyféle immunrendszerbeli sejtklonok termékei, egyetlen sejtdst6l szarmaznak.

8.2. A monoklonadlis antitestek gydrtisa

Az antitestek el6allitasa allati sejtek tenyésztésével folyik. A megfelelé sejtvonalak 1étrehozasaval, az
allati sejtek tenyésztésének kérdéseivel a Biotermék technologia targy foglalkozik. Itt csak a
technoldgiara, azon beliil is a feldolgozasi technoldgiara koncentralunk. A folyamat 1épései:
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19. Kivesziink egy, a megfelelé sejtvonalat tartalmazé ampullat a Working Cell Bank-
bol

20. Felolvasztas

21. Szaporitas lombikban

22. Szaporitas forgo palackban

23. Oltbéanyag szaporitasa inokulum fermentorban

24. A termel6 fermentor beoltasa

25. Sejtszaporitas, MAB-termelés (lehet rataplalasos, félfolytonos, folytonos,
sejtvisszatartassal)

26. A lefejtett 1€b61 a sejtek és tormelékek elvalasztasa

27. Az antitestek kinyerése Protein A-affinkromatografiaval

28. Az antitestek tisztitasa kationcserélé kromatografiaval

29. Tisztitas anioncserével

30. Virusmentesités

31. Koncentralas ultraszliréssel

32. Formulazo6 anyagok hozzaadasa

33. Sziirés

34. Liofilizalas

A folyamat egészét és részleteit interaktiv kép-a-képben animacioval szemléltetjiik.

8.2.1. animacié: MAB kép-a-képben

A feliileteken a piros keretbe foglalt részletekre kattintva szemléltetd és magyarazé anyagok
nyilnak meg.

8.2.1. Upstream processing (1-7. pontok)

E tananyagban csak a feldolgozasi témakorokkel foglalkozunk, ezért a fermentacids folyamatrdl csak
néhany technolégiai jellegli adatot foglalunk dssze.

Az allati sejtek kozott kevés olyan van, amelyik a mikrobdkhoz hasonldéan, szubmerz,
szuszpenzids tenyészetben szaporithatd. A tenyésztés elényei miatt viszont a biotechnoldégusok erre a
néhany sejttipusra épitik szinte valamennyi technoldgiat. Ezek a fermentacids eljarasok azonban
jelentdsen kiilonboznek a mikrobak vilagaban megszokottaktol.

A sejtek oxigénigénye messze elmarad a baktériumok és gombak igényeit6l (0,01-0,05 vvm). Ez
nem igényel intenziv keverést, ami elényds, mert a keverésnél fellépd nyirofesziiltségek konnyen
karosithatjak a sejtfal nélkiili allati sejteket, ezért csak a legalacsonyabb, a sejtek kililepedését még
éppen megakadalyoz6 alacsony fordulatszdmot alkalmazzak (20-50 fordulat/perc). A pH értéke a
vérre jellemz6 7,4. A fermenticid soran a pH csokkenne a sejtek savtermelése miatt, de ezt
ellensulyozzéak a tapoldat puffer-rendszerei. Sok sejtvonal igényel a tapoldatban vérfehérjéket, ezek
viszont koriilményessé teszik a feldolgozast. Ezért altalanos a torekvés, hogy a sejtvonalakat olyan
iranyba manipulaljak, hogy azok legalabb a termel6 fazisban szérumfehérjék nélkiil is mitkodoképesek
legyenek.

Fermentacidés miiveleti szempontbol a MAB-termelés ritkan szakaszos, sokkal gyakoribb a

rataplalasos technika (ezzel lehet a legnagyobb termékkoncentraciokat elérni), a félfolytonos és
folytonos sejtvisszatartdsos rendszer. Az allati sejtek igen lassan szaporodnak, igy nehéz nagy
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sejtszamot elérni. Ezért van jelentdsége a sejtek visszatartasanak a reaktorban. Ez megvalosithatd
tlepitéssel, sziiréssel, specialis levalaszto berendezésekkel.

Az emléssejt-fermentorok legnagyobb mérete nem haladja meg a néhany ezer litert, részben az
emldssejtek érzékenysége, részben a draga tapoldatok miatt.

A sejttenyészetek feliiluszoi csak kis koncentracioban tartalmazzak az ellenanyagokat (100-200
pg/ml), bar az elméleti hatdr a sejtek potencidljabol szamolva 6 g/liter lenne. A feldolgozés soran
sokszoros koncentralas sziikséges.

8.2.2. Sejtek elvalasztisa (8. pont)

A rataplaldsos szakaszos tenyésztésnél a teljes fermentlevet kell feldolgozni a sejtekkel egyiitt. A
sejtvisszatartasos rendszereknél csak kisebb koncentracioban keriilnek at a sejtek az elvett folyadékba.
De mindegyiknél figyelembe kell venni, hogy a MAB-termelés soran nagyon sok sejt elpusztul, és
ezek térmelékei, pl. a sejtmembran, a fehérjék (HCP = host cell protein, a termeld sejt sajat fehérjéi,
leggyakrabban horcsogfehérjék), a DNS, az RNS ¢és esetleg virusrészecskék, mind szennyezik a
lefejtett levet. Ezek eltavolitisara az ismert szilard-folyadék elvalasztasi miiveleteket alkalmazzak.

Centrifugdlds: a nehezebb részecskék, a sejtek és tormelékeik leiilepednek, mig a konnyebb
részecskék, pl. a lipidcseppek felszallnak a folyadék felszinére. Az oldott anyagok, igy a MAB is a
feliiluszoban maradnak.

A sejtek levalaszthatok mikrosziiréssel is. Az allati sejtek mérete tobb tiz mikron, igy pl. egy 0,65
um-es porusméretll szlirovel a sejtek €s a szétesett sejtek darabjai jol levalaszthatok. Mélységi (dead-
end) sziirés esetén a membran feliiletén a sejtekbdl sziir6lepény alakulna ki, ezért a 1é cirkulaltatasaval
keresztaramu (cross flow) sziirést alakitanak ki. Ezzel a technikdval nem lehet a teljes folyadék-
mennyiséget kivonni a betdményitett sejtes 1€bdl, ezért célszerli a hatdéanyagot soéoldattal (PBS =
phosphate buffered saline = foszfattal pufferolt sdoldat) kimosni, azaz diasziirést alkalmazni.

8.2.3. Kinyerés Protein A-affinkromatogrdfiaval (9. pont)

A sziirt, homogén oldatban az ellenanyagon kiviil még sokféle oldott szennyezés van. Az antitestek
kivonasanak hatékony és szelektiv modja, hogy a célterméket olyan affinkromatografias tolteten kotik

crcr

kapcsolodik, azaz minden antitestet megkot, mas fehérjéket viszont nem.

Elényei:

— Szelektiven és nagy affinitassal koti az antitesteket
— Nagy a kapacitasa (15-30 g MAB/liter toltet)

Hatranyai:

— Draga: 800010 000 USD/liter (300 I-es oszlop esetén 10 000 USD/I-rel szamolva
egy toltet ara 3 millio $, amivel 20-50 kromatografia végezheto el.)

— Toxikus (megzavarja az immunrendszert)

— Aligandum levalhat, szennyezheti az oldatot

— Az oszlop tisztitasa nehézkes (érzékeny a szokasos NaOH-koncentraciokra)

A szennyezett oldatot pH=7-en felviszik az affin kolonnara. Az antitestek Fc régiojukkal meg-
kotédnek a Protein A-ligandumokon, az egyéb oldott anyagok kimosddnak az oszlopbol. A megkdtott
fehérjéket citrat pufferrel végrehajtott gradiens elucioval (pH 7-r61 — pH 3,8-ra) oldjak le a toltetrdl.
A Protein A szelektivitasanak koszonhetden az igy kapott oldat (fehérje)tisztasaga a 98%-ot is eléri.

8.2.4. Tisztitas kationcseréld kromatografiaval (10. pont)

A kapott oldat még mindig tartalmazhat oldott szennyezéseket. Ezek eredhetnek az allati sejtekbdl
(HCP), lehetnek dezaminalodott, toredezett vagy aggregalodott MAB-molekuldk, amelyeket az
affinkromatografia nem kiilonitett el. S6t az affinkromatografia soran bekeriilhettek levalo Protein A-
ligandumok is. Az erds kationcserélé gyantan gyengén savas kozegben (pH = 4,5-5,0) az ellenanyag
megkotddik, a szennyezések kimoshatok az oszlopbol. A fétermék leoldasat gradiens elucioval
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valositjak meg. Egyes eljarasokban pH-gradienst (pH 5,0 — 7,4), masokban sogradienst (NaCl 0 —
1,0 M) alkalmaznak.

8.2.5. Tisztitas anioncseréld gyantan (11. pont)

A kationcserével el lehet tavolitani a fehérjeszennyezések nagy részét, de még mindig maradhatnak
savas karakteri molekuldk, els6sorban nukleinsavak. Ezek szarmazhatnak a termeld allati sejt
kromoszomaibdl, illetve esetleges virusfert6zésbol. Ezek eltavolitasanak jellemzd 1épése az anion-
cserélds tisztitds. A gyantan az antitest nem kotddik meg, a nukleinsavak viszont igen. Az adszorpcidt
semleges kozegben (pH ~ 7,0) hajtjdk végre, eliicidra nincs sziikség, a szennyezések a gyanta
regeneralasaval tdvoznak.

8.2.6. Virusmentesités (12. pont)

A gyartasi eljarasokba beépitett virusinaktivald/eltavolito eljarasok lehetnek fizikai, kémiai vagy
fotokémiai eljarasok. A legrégebbi fizikai modszer a pasztdrizdlas, szémos virus elpusztitasara
alkalmas a +60 °C-os, 10 d6ras hbékezelés. A totalis virusmentesités a pusztulasi kinetika ismeretében
nem lehetséges. Az egyes miiveletek hatékonysagat a viruskoncentracié csdokkenésével, pontosabban
annak logaritmusaval jellemzik. Példaul ,,6 log” csokkenés egymilliészoros virusszamcsokkenést
jelent, azaz No/N, ez = 10°,

S/D modszer (szolvens/detergens modszer)
Szolvensként leggyakrabban tri-n-butil-foszfatot (TNBP), detergensként Triton X-100-at vagy Tween
készitményeket hasznalnak. Ezekkel elegendd a 4 o6ras hoékezelés 30 °C-on a virusok tilnyomod
részének inaktivalasara. Ezutan a bevitt vegyszereket természetesen el kell tavolitani, ezt steril
névényi olajos extrakcioval célszer(i megvaldsitani.

Megfeleld koriilmények kozott végrehajtott ultrasziirés is alkalmas lehet a virusrészecskék
eltavolitasara.

8.2.7. Koncentralas ultrasziiréssel (13. pont)

A fermentorbdl lefejtett 1¢ 100-200 mg/liter koncentraciéban tartalmazza az antitesteket. A diasziirés
sordan ez a koncentracid csokken, az affinkromatografia viszont t6bb nagysdgrenddel noveli
koncentraciot. A kromatografias és inaktivalasi 1épések soran az oldal Gjra egyre higabb lesz, nem éri
el a kiszerelési koncentraciot. A felhasznalasnal a szokasos dozis 10-50 mg, 1-5 ml térfogatban. Ez
azt jelenti, hogy az oldatot be kell tdményiteni 10-20 g/l koncentracidra. A betdményités kiméletes, és
egyuttal tisztitassal is jard technikaja a koncentralas ultrasziiréssel. A MAB molekulatomege 180-190
kDa, ezt visszatart6 membrannal toményithetd. Ezen ugyanakkor atmennek az esetleges kis
molekulaju szennyez6 komponensek, példaul a pirogén toxinok.

8.2.8. Formulazo anyagok hozzdadasa (14. pont)

A kiszerelt készitmény nemcsak a hatéanyagot tartalmazza, hanem az optimalis hatds kifejtéséhez
sziikséges, onmagukban hatastalan komponenseket is. A monoklonalis ellenanyag fehérjén kiviil
célszeri bevinni:
— Puffer rendszert, a pH allando értéken tartasara. Liofilizalas esetén elényos, ha a puffer
nem tartalmaz illékony komponenst, mert annak egy része a vakuumban elveszhet. Stabil
példaul a foszfat puffer.

— lonerdsség beallitasara és az ozmolaritas beallitasara asvanyi sokat, legegyszeriibben
NaCl-ot.

— Fagyasztas vagy liofilezés esetén véddanyagok: pl. szachardz, mannit, esetleg glicerin
— Téltdanyag gyanant pl. glicint is adagolnak.

Erre a célra mar kiillondsen nagy tisztasagu anyagokat hasznalnak, hiszen a végtisztitas fazisdban
vagyunk, tovabbi tisztitds mar nem kovetkezik.
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8.2.9. Meélyseégi sziirés (15. pont)

A segédanyagok beolddsa utan még egy utols6 mélységi szlirés kovetkezik, amely eltavolitja az
esetlegesen bekeriilt mechanikai szennyezéseket.

8.2.10. Dozirozas, liofilezés (16. pont)

A sziirt oldatot ampullakba dozirozzak. Egyes MAB-készitményeket oldat formajaban dobnak piacra,
masokat liofilizalnak, és porampulla forméjaban szallitjak. A fehérjék tarolasi stabilitasat minden
esetben alaposan vizsgaljak, és a stabilizalo kozeget optimaljak.

8.3. Tendenciak a MAB-feldolgozasi technologidakban

A monoklonalis ellenanyagok piaca robbandsszertien boviil, sokféleségében, mennyiségében és
arbevételében egyarant. Ez a novekedés egyfajta fesziiltséget okozott a technologian beliil. Az
Upstream technologidk, az ellenanyag eldallitdsa az utdobbi néhany évben koriilbeliill harom nagy-
sdgrenddel novekedett, elsdsorban a fermentlevek végso titerének emelkedése révén. Ugyanakkor a
Downstream processing, a feldolgozas kapacitasa csak kb. egy nagysagrenddel, a tizszeresére nove-
kedett, ami nehézségeket okoz a gyartas fejlesztésében.
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9. SZOSZEDET

Diatomafold — kovafold, a tengerben él6 egysejtii kovamoszatok (Diatomae) szilikathéjanak
lerakédasaval keletkezd iiledékes koézet. Apro, egyenletes szemcsemérete és nagy porozitasa miatt
idedlis ho- és hangszigeteld. Ttzallo, kémiailag ellenall6. A bioldgiai iparban szlirdsegédanyagként
hasznaljak, mert a szlirOrétegben, illetve az elérétegben nyomas alatt is megtartja a szerkezetét, nem
nyomoédik Ossze.

Gél — alaktartd kolloid rendszer, amelyben egy diszpergalt fazis (pl. térhalos fehérje vagy
szénhidrat) nagy mennyiségi folyadékot (biologiai rendszereknél vizet) kot meg. Mindkét alkotd a gél
egészében folytonos (difform rendszer), a térhalds vaz egyetlen ,,molekulagubancnak™ tekinthet6. A
folyadékfazis is folytonos, a gélben diffundalé kis molekuldk szadmara egyetlen Osszefiiggd teret
képez. Az ¢élelmiszeriparban jol ismert gélek a kocsonya (zselatingél), a gylimolcskocsonya
(pektingél). A biotechnoldgiai gyakorlatban hasznalatos az agar-agar (taptalaj), és az alginatgél
(sejtek, illetve enzimek bezdrasara). A gélelektroforézis nevének megfeleléen gélesitett kozegben
miukodik, a térhalosité anyag lehet poli-akrilamid vagy agaroz.

Globulinok — a fehérjék egy csoportja, amely vizben alig, sdoldatokban viszont jol oldodik. A név
megtévesztd, mert a globularis jelzd szd szerinti forditdsban (kdzel) gomb alakut jelent, de valdéjaban
oldhatosagi kategoria.

HLB — hidrofil-lipofil balansz, szamérték, ami a detergens jellegii molekulak hidrofil és lipofil
tulajdonsaganak viszonyat fejezi ki. Ertéke 10 és 40 kozott valtozik. A skéla két szélén talalhato
detergensek els6sorban o/v, illetve v/o tipusi emulzidkat hoznak 1étre, illetve stabilizalnak.

Hofmeister-sorozat — 1888-ban Franz Hofmeister megallapitotta, hogy a sok befolyasoljak
fehérjék vizoldhatdsagat. Ezt a hatist mennyiségileg 0sszehasonlitva sorba allitotta az ionokat (1.
abra).

strongly hydrated anions weakly hydrated anions

citrate3">sulfate? >phosphate? >F>CI">Br’
NCHy),

weakly hydrated cations stro

NH, s >R K Na >

L

ng

Iy hydrated cations

9.1. dbra: Az ionok Hofmeister-sorozata

Az ionok hatasa elsGsorban a hidratburok nagysagatol fligg. A kicsapas szempontjabdl az erésen
hidratalt anionok és a gyengén hidratalt kationok séi a leghatékonyabbak (salting out). A skala
jobboldalan talalhat6 ionokbol all6 sok viszont javitjak az oldhatosagot (salting in).

Hollow fiber — szdszerinti forditdsban tireges szal. Olyan, cs6 alakii membran, aminek belsd
atméréje 0,5-2 mm, falvastagsaga néhany tized mm. Anyaga puha, nem oOntartd. Két végét
ragasztassal rogzitik, a ketté kozotti szakasz rugalmasan mozoghat. Elénye a nagy fajlagos feliilet, egy
modulba sok, akar szaz csdvecskét is beépithetnek parhuzamosan.

Nedves héméré homérséklete — megadja az egyensulyi homérsékletet, amelyet akkor kapunk meg,
ha a folyadék kis mennyisége nagy térben parolog, telitetlen levegd esetén a szaraz és nedves homérén
leolvasott homérsékleti értékektdl a rendszer relativ paratartalma kiszamithato.

A ,nedves” héméré folyadéktartalyat egy nedves muszlindarab veszi koériil. A nedves héméré a
kornyezetinél alacsonyabb hoémérsékletet mér, hiszen a parolgas hét von el téle. A homérd
folyadéktartalya koriil egy kis ventilator allando levegbaramot hoz létre. Ez a parolgast intenzivebbé
teszi, az egyensulyi hdmérséklet hamarabb beall. Az alland6 parolgas allando héelvonast jelent, amit a
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rendszer a kornyezetébdl potol. A kialakuld egyenstlyi homérséklet az aramld levegd relativ
paratartalmatol és hoémérsékletétdl fiigg. (100%-os paratartalomnal nincs parolgas, azaz nincs
hémérsékletcsokkenés). A kornyezeti homérsékletet egy ,,szaraz” homérd segitségével mérjik, a két
hémérséklet ismeretében a relativ nedvességtartalom egy tablazatbol leolvashato.

Perlit — vulkani k6zet, ami hevités hatasara vizet veszit és kiterjed, térfogata akar husszorosara is
novekedhet. A hevitett perlit porézus, laza anyag, térfogatsulya csak 120—140 kg/m®. Kémiailag inert,
fehér, rideg anyag, jol 6rdlhetd. Porozitasa miatt j6 hé- és hangszigeteld, elsdsorban az épitdiparban
hasznaljdk. A biologiai iparban szlir6segédanyagként hasznéljak, mert a sziirérétegben, illetve az
elérétegben nyomas alatt is megtartja a szerkezetét, nem nyomodik Ossze.

Primer metabolit — a sejt miikodése szempontjabdl elsddleges fontossagi anyagcseretermék, vagy
koztitermék, amely els6sorban az energiatermeléssel és a makromolekuldk szintézisével kapcsolatos
anyagokat jelenti. Ezek a novekedési fazisban keletkeznek.

Szekunder metabolit — Nem primer, nem els6dleges fontossagi anyagcseretermék, a ndvekedés
késbi, korlatozott fazisdban a primer metabolitokbdl keletkezik. A TUPAC Gold Book definicidja:
,,Metabolites which are produced by routes other than the normal metabolic pathways, mostly after the
phase of active growth and under conditions of deficiency. The biological significance of many
secondary metabolites is not not exactly known.”

Szinterezés — porkohaszati eljarés. A szilard alapanyagot finom porra 6rlik, majd ebbdl a porbol
formaba préseléssel kialakitjdk a kivant alakua testet. Ezt azutan lagyuldspontig (az olvadéaspont alatti
hémérsékletig) hevitik, amikor a szemcsék a feliiletikon meglagyulnak és 6sszetapadnak. Igy porozus
szerkezet keletkezik, ami szlir6ként atengedheti a folyadékokat és a gadzokat. Az alapanyag lehet fém,
de lehet keramia, porcelan, magnezit is. A bioldgiai iparban mikrosziird, esetleg ultrasziir6 membranok
kialakitasara hasznaljak.
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