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Csapadekkepzes

Tultelitett oldatbol amorf (rendezetlen szerkezet() szilard fa-
ZIs levalasztasa.

Ha rendezett a szerkezet = kristalyositas, lasd kesobb.
Az amorf anyag sok szennyezest visz magaval.

1. Tultelites

2. A kicsapast mindig szilard-folyadéek elvalasztas koveti
(szUrés/centrifugalas)

3. Visszaoldas: a Kkicsapas legyen reverzibilis, es a
visszaoldott termek tartsa meg a biologiai aktivitasat.
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Csapadekkepzes

A tultelites letrehozasa:
— Kis6zas (ionerésseg novelése)
— Olddszeres kicsapas (polaritas csokkentése)
— HOomeérseklet-valtoztatas. Lehet:
* emeléssel: feherjek kicsapasa/denaturalasa
* (beparlas +) hitéssel: mint a kristalyositasnal

Mindegyiknel: pH allitas — az izoelektromos pontra
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A pH hatasa

A fehérjek toltese fugg a pH-tol:

Ha a molekulaknak toltése van
— taszitjak egymast

Ha az eredo toltes megszinik
— konnyen osszetapaszthatok

+ 1 Afehérje toltese

|zoelektromos pont
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OldoOszeres kicsapas

Vizes oldathoz elegyedd szerves oldoszert (alkohol,
aceton) adunk, ezzel az oldoszer polaritasa csokken. A
polaris fehérjék oldhatosaga csokken — kicsapodnak.
Fokozatos adagolas esetén polaritasi sorban valnak le
(verfeherjék Cohn féle frakcionalasa —).

Forditva: kicsapas/kristalyositas oldoszerbdl vizzel.
Apolaris anyagok (szteroidok, egyes antibiotikumok) ol-
doszeres oldatahoz vizet adunk, ezzel csapjuk ki a ha-
toanyagot.
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OldoOszeres kicsapas

Iranyelvek:

» Célszerl alacsony hdmeérsékleten végezni, mert:
Csokken az oldhatoésag, jobb a kihozatal
Csokken a denaturalddas

Lehet O °C alatt is végezni, mert az oldészer-viz ele-
gyek fagyaspontja alacsony.

» Celszerll az ionerGsseget alacsonyan (0,05-0,20) tartani
(pufferolas kell, de a s6 noveli a polaritast)

» Hasonlo fehérjek kozul a nagyobb moltomegl csapodik Ki
elészor: pl. vérplazma fehérjékre:

aceton tf% = 1,8 — 0,12 * In(moltomeg)
» Nem idealis oldatok, a fehérjek csokkentik egymas oldha-
tosagat
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Verplazma frakcionalasa etanollal

Cohn féle hideg etano-
los eljaras (1946) a pH
és az alkoholtartalom
valtoztatasaval lepésrol
lépésre csapja ki az
egyes frakciokat

i sAns matesaas BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

7o YV
Ethanol
404

20+

10 4

V+< +1v-4
A

f+11
+

V-1

+ .

T T
5 6 7



Verplazma frakcionalasa etanollal

Et I
Frakeis |, | pH Fehérjék
(1)
I 8 29 Fibrinogén, Faktor VIIl, Fibronectin, Komplement
’ komponensek
1111 25 6.9 IgG, IgA, IgM, Faktor II, VII, IX, X, globulinok
V-1 18 5,2 a- és B-globulinok, AT-lll, a1-antitrypsin, IgM

a- és B-globulinok, transferrin, ceruloplasmin,

V-4 S haptoglobin

\'} 40 4,8 Albumin (a- és -globulinok)
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Verplazma frakcionalasa etanollal

Elony:
Egyszery, olcsd anyagok, berendezések
Sokszorosan ellenorzott
Léptekndvelheto
Befertozodes esélye kicsi

Hatrany:
Sok tiszta etanol kell (regeneralas energiaigényes)
Egyes komponensek denaturalodnak

Termekbol etanol eltavolitas (liofilizalas, beparlas,
ultraszirés, gelkromatografia)

Folyamatos hutes (energiaigény)
akaszos (centrifugalas — energiaigeny)
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Kis6zas

A kis6zas mechanizmusara tobbféle modell is létezik:

1. Az olddszer polaritasanak novelése (ellentétes az oldo-
szeres kicsapassal, az apolaris feherjeket csapja ki).

2. A hidratburok

elvonasa (ioner0sseg €s anyagi minOseq is)

3. A feherjék ionparokat kepeznek a so ionjaival, erre for-
malisan felirhato egy oldhatosagi szorzat:

K = [fe

nérje][NH,]"[SO,]™m

A sO koncentracioj

anak novelesevel az oldott feherje kon-

centraciojanak csokkennie kell — kicsapodik
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Kisozas
Iranyelvek

Az ionok hatekonysaga: Hofmelister sorozat:

most stabilizing most destabilizing
strongly hydrated anions weakly hydrated anions

weakly hydrated cations strongly hydrated cations

14 4 14 4

Vizsgaljuk meg az oldat és a csapadek slrusegkulonbseget

Minel kevesbé higitsunk a s6 hozzaadasanal (meleg, telitett
oldat, esetleg szilard so).

Ipari méretben szamit a s6 ara — legyen olcso
Legtobbszor az ammonium-szulfat a legjobb.
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A sokoncentracio hatasa

Altaldnos modell:
In (fehérje oldhatosag) = K, — K,*sokoncentracio

—

besozas klsozas

i

Specifikus kicsaposzerek nukleinsavakra: sztreptomicin-
szulfat, mangan-klorid, protamin-szulfat, poli-etilénimin

Feherje oldhatosaga

Sokoncentracw
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Kicsapas hovel

= szelektiv denaturalas — nem a termeket csapjuk ki, ha-

nem a szennyezest inaktivaljuk.

Példa: ketféle eleszté dehidrogenaz

Hbédenaturalddasuk: dP/dt = -kP

k = ko exp(-E/RT)

20°C-on 50°C-on

k, = 5*10°7 sec'*exp(380kJ/RT) | =8,3*10-!! | 1,6*10*

kp =4,2*10% sec*exp(415kJ/RT) | =4*1010 3,0¥1073
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Kicsapas hovel

10 perces hokezelés utan a maradék aktivitas (C/C,):

20°C-on 50°C-on
A >(0,999 0,91
B >(0,999 0,17

A B enzim eliminalhatdé az A mellol.
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A csapadékkepzés mechanizmusa

Szakaszai:

6.

1
2
3.
4
)

. Atkeverés
. Gockeépzeés
Gdcnovekedés (diffuzid altal limitalt)
. Gocnovekedes (aramlas altal limitalt)
. Aggregacio
Elvalasztas

A csapadékkepzés reprodukcioja, lepteknovelése nehez,
mert lokalisan, a molekulak, részecskék feluletén kell azo-

nos felteteleket biztositani: koncentraciok (tultelités),
anyagtranszportok
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Atkeverés

A kicsapas kivaltasa mindig valamilyen folyadék hozzaada-
saval tortenik. Ennek elkeveredése sohasem pillanatszera.
Az atkeveredesi id0 szamithato:

72 ahol:

= —— | - aturbulens orvények atlagos mérete
4D p_ giffuziss allands

Az orveny merete:

4

3 \!/4 p — slirliség v - viszkozitas
P — teljesitmény V - térfogat
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Gocképzodeés - gocnovekedes

A csapadéekkepzodesnel a gockepzodes gyors es spontan
(ellentétben a kristalyositassal).

Diffuzios goécnovekedes: A goc eleg
Kicsi ahhoz, hogy Brown mozgast

végezzen — tiszta diffuzio Gl
. - , A
- Fick |l. torveny /

dc. -
c;l — k(cl.—c )2

K=8rwd-D-N
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Gocnovekedeés _\

Aramlasi gocndvekedés:

A goc tul nagy ahhoz, hogy a hOmozgas megmozditsa —
a turbulens aramlas potolja a feluleten a molekulakat.

dCl. _ k(Ci —C‘* )2
dt
Ez is masodrendU, de a k ertelme mas:

k =2/3°a°N-d2[(P/V)/(p*V)]"2

o — tapadasi faktor

[(P/V)/(p*V)]"2 - sebesség-gradiens a folyadékban
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Aggregacio

A novekvO gocok osszetapadasa elonyos = konnyebben
ulepednek.

A koagulacio — flokkulacio szavakat tobbfele ertelemben
hasznaljak, ezert itt destabilizaciorol eés aggregaciorol lesz
szO.

Destabilizacio: a stabil kolloid megbontasa, az egymast ta-
szitd reszecskek toltésenek lecsokkentése.

Aggregacio: a reszecskek osszetapadasa

Mindezt kulonboz0 anyagok hozzaadasaval lehet kivaltani.
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Stern sik — Stern potencial | RETEG
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Diffuz reteg hatara
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Aggregacio soadagolassal

A toltott rétegek taszito !

erdt, a van der Waals kol- \
csOnhatasok vonzast ge- | \ TASZITASIPOTENCIAL
neralnak. Az eredd egy N
potencialgat, amin at kell \

lepni az o0sszekapcsolo- O
dashoz R
|

Eros elektrolitok (asvanyi
sOk) osszenyomjak a felu-
eti réetegeket = merede-
Kebb a taszitasi gorbe —
Kisebb lesz a potencialgat

O
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Sweep floc coagulation

= parhuzamos csapadekképzes. Kemiai reakcioval nagy
feluletd, hidroxid tipusu csapadékot valasztunk le, amely-
nek pelyhei eltavolitjak a kolloid szemcseket.

Leggyakrabban Al(OH),;, Mg(OH),, Fe(OH); csapadek,
féemso adagolasa + pH allitas.
Az idegen anyag szennyezi a csapadekot — deritésre jO
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Aggregacio ionparkepzessel

A feluleti toltéseket learnyékolhatjuk megfelel6 ellenionok-
kal, vagy ellentétes toltésu polielektrolitokkal.

Negativ
toltésu
részecske

Kationos
polielektrolit

grarnesen i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Eiclmiszertudomén}' Tanszek
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Hidkepzo molekulak

Hosszu lancu, tapadasra kepes molekulak egyszerre tobb
reszecske feluleten is kotodhetnek, ezzel ,0sszehorgo-
nyozzak™ a szemcseket.

flash._swf
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A keverés intenzitasa

A csapadekkepzes kulonbozO szakaszaiban elterdé keveresi
iIntenzitas szukseges.

1.
2.
G
4.
5.

Atkeverés intenziv keverés
Gockepzes nincs hatasa
Diffuzios gocnovekedes nincs hatasa
Aramlasi gocndévekedés mersekelt keveres
Aggregacio csak kavaras

Az egyes szakaszok nem kulonulnek el élesen, parhuzamo-
san is zajlanak, ezért a szokasos keveresi profil: fokozato-
san lassulo keverés, kezdetben intenziv, a végén csak Uule-

pedesgatlo.
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