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MUVELETI SORREND

3. Tisztitas — a termek eés a szennyez0 anyagok
elvalasztasa.

Jellemzo mulveletek:
az 0sszes eddigi
KROMATOGRAFIA
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(Ipari) kromatografia

A kromatografia elvéet, kvantitativ leirasat Id. az Analitika
targyban. lpari/preparativ Iéptékben csak a folyadekkroma-
tografia, ezen belul az oszlopkromatografia hasznalatos.
Ezen belul barmilyen all6- és mozgofazison barmilyen
szorpcio(kulonbseg) elvalasztast eredményez.
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Mi a kulonbseg az oszlopkromatografia es az
oszlopban vegrehaijtott adszorpcio kozott?

végbe, a csucs
,2hatso” oldalan

Kromatografia Adszorpcio
Cel: tobb hasonlo egy komponens elva-
komponens lasztasa az oldoszer-
elvalasztasa tol (viztdl)
Az oszlop kicsi, a kapacitas |nagy (— 100%)
terhelése: max. 1-2 %-a
Deszorpcio: |egyidejuleg megy |a telités befejezese

utan, eltéré osszeté-
tell eluenssel
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Kromatografiak

MERET szerint;
gelpermeacios
Y kromatografia

TOLTES szerint:
loncsere kromato-
grafia
OLDHATOSAG
szerint: megoszlasi,

! adszorpcios, HIC

BIOLOGIAI  AKTIVITAS szerint:
AKTIVITAS = affinkromatografia

TOLTES
Pl
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loncsere mechanizmusa

A leggyengebben Adszorpcié
kotodo ionok: H,
OH-, ezeket minden ‘

e ‘OH-+P— M'P +OH-
mintaion leszoritja.

Deszorpcio: |
erosebben kotodo ‘ Deszorpcio
ionokkal (pl. kétérté- . Bt §°
(1), vagy nagyobb 4 e e "« |
. s & teR¥_ T o
Koncentracioval ‘ . ve_ % s St i
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Regeneralas: | ©
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loncsere kromatografia

Smrong anion

—CH,N*(CH;), Tristhylaminoethy)
~CHyN"(CyHy)4 Tristhylaminoethyl
-C,HN"(C;Hs),CH,CH(OH)CH;  Dicthyl-2-hydroxyprapylaminoethyl

Weak anion
~CoHNTH, Aminoethyl
~CyH ,NH(C;Hy)x Diethylaminoechyl

Sutpho
Sulphumethy!

Sulphapropy}

Carbuxy
Carboxymethyl

1 “H { |
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loncserélo gyantak kapacitasa

A kapacitas '
fligg a pH-tal, o~
erdos savak és

bazisok vissza-

szoritjak a ge
: Cs e -
disszociaciot 2 5 -
o 5
Regeneralas: I
savval vagy
luggal
{) * pH
§]
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A feherje toltéese

A feherjék toltése fugg <+ Afehéne toltise
d p H 'tél K:hun:saere tutumai:.lhya

Barmelyik fehérje meg-
kothetO kation- s ani-
oncserelon is, ha a pH
megfeleld. Az izoelek- 0
tromos pont kozeleben
nincs kotodes — ha a

pH-t az izoelektromos

pont felé mozditom el,

a feherje levalik az osz-

loprol. Anioncsere tartom nys

v

Izoelektromos pont

e pll
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Elvalasztas
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A titralasi gorbek is-
meretében a kroma-
tografias elvalaszta-

charpe

sok el6re tervezhe- \ DEAE

tok. | ‘ AY




Titralasi gorbek felvetele

A titralasi gorbéket elek-
trofokuszald elektrofore-
zissel lehet felvenni.

Marha izomfeherjek titra-
lasi gorbei.

i
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A pH gradiens hatasa

Minel laposabb a
gradiens, annal
jobb a szetvalas
— akkor minek a
gradiens?

IEP-3
IEP-2
IEP-1

idé

/\/\/\ ¢

ANA
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A gradiens
hatasa

Minél laposabb a gradi-
ens, annal tobb idét tolt
az oszlopban a kompo-
nens — annal inkabb
kKiszélesedik a csucs.

(Van Deemter egyenlet)

BAND BROADENING EFFECTS
Influence of gradient slope

_.‘k-'
Ahs & lonic
strength
L— —» V
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A gradiens hatasa

Izokratikus és gradiens elucio

ISOCRATIC vs GRADIENT
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A gradiens hatasa

A gradiens meredekseget
optimalni kell a szetvalasz-
tas es a csucsok kiszéle-
sedese kozott.

Az optimalis gradiens pro-
fil allhat tobb, elteré mere-
deksegu szakaszbdl is.

Linearis gradiens

Optimalizalt gradiens

AN /\
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Forditott fazisu (RP) kromatografia

RP — a toltet apolaris, a mozgo fazis polaris.
A toltet feluletet alkil lancokkal boritjak, ennek szénatom-
szama szerint jelolik:

RP-2 RP-8 RP-18

Az ilyen hidrofob toltet alkalmas:
* Megoszlasos
* Adszorpcios
 Hidrofob kolcsonhatas (HIC) kromatografiara
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Forditott fazisu (RP) kromatografia

A megosz|ésos es az Megoszlasos kromatografia
adszorpcios kromato-
grafia kozti elvi kulonb-
SéqQ.

Megoszlasos: a hidrofil
fazis teljes terfogataban ;
k0t6d|k aZ anyag. Adszorpcids kromatografia

Adszorpcios: csak a felu-
leten — nem szamit az
alkillanc hossza
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Hidrofob kolcsonhatas (HIC)

Az adszorpcios kromatografia egy specialis esete.

Tomeny sooldatokban az apolarisabb fehérjék oldhato-
saga romlik (Id. kisozas), ezért hajlamosak megkotodni
az apolaris toltet feluletéen.

A polaritas csokkenesevel (csokken6 sogradiens) hidro-
fobitasuknak megfeleld sorrendben deszorbealodnak.

Az RP technikak els6sorban analitikai leptékuek, nem
Ipariak, ezert nem targyaljuk ennél reszletesebben.
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Geélpermeacios kromatografia

A toltet inert, nincs anyagi

kolcsdnhatas a fellilet és Packing Material
az elvalasztando anyagok @
kdzott. O

mammm

A retencié az eltéré mé-  whetherthey enter pores or nok: |
ret(i molekulak eltéré Ut- )
hosszabol adodik.

Lassu, akar 10-20 ora.
Mindig higit!
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Gélpermeacios kromatografia

A retencio nem linearis,
de egy tartomanyban
a log(moltomeg)-gel o My

aranyos.

Ez sem ipari leptéku el-
valasztas, nem foglal-
kozunk vele.

Ld. BIM gyakorlat.

Ahs

20
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Oszlopok Iépteknovelese

Lepteknovelesnel azonos

anyagu és szemcseme- J:L :
retl toltetek esetén ho-

gyan noveljuk az oszlop

meretet?

Azonos hatekonysagu J:L

elvalasztashoz azonos
linearis sebesseg kell:

v = térfogataram/keresztmetszet
— a keresztmetszetet kell aranyosan novelni, a hossz
valtozatlan.
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Oszlopok Iépteknovelese

22



Ipari meretu ioncserelo oszlopok




Folytonos kromatografia

] 0 d & 4

A kromatografia szakaszos
(ciklikus) mUkodésu. De ha
tobb oszlopot faziseltolassal
allitunk egymas melle, akkor
kvazifolytonossa tehet6 (mint
a vakuum dobsz(ro).

Abban is hasonlit, hogy az
elemeket korben helyezik el.

T
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Folytonos kromatografia

A korberakott oszlopokat helyette- e
ELUENT
sithetjuk egy hengerpalast alaku INLET

toltetaggyal, ami lassan forog. Fe-
lul egy ponton, folyamatosan tor-
tenik az anyag felvitele, a toltet to-
vabbi feluletére az eluens folyik.
Alul az elfolyd pontoknal fix helye-
ken lehet elvenni az egyes kompo-
nenseket.

Egy korulfordulas alatt a henger
minden alkotoja vegigmegy a kro-
matografia teljes ciklusan.

I —|.I'.". P——— E ! 25
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Mozgo toltet es szimulalt mozgo toltet

(moving bed és simula- ® — i

ted moving bed = SMB) _ = e
Nemcsak a mozgo fazis @9) <®>
mozog, hanem a toltet -

=
is — ellenkez® iranyban. f i N
A nagy retencioju kom- .. @ . (@ _
.

ponensek ettdl visszafe- ¢

lé mozdulnak el. (©)

Fluid
A kialkulo koncentracio- :‘ E
profilok: | | |

Extract Feed Raffinate
26
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Szimulalt mozgo toltet

Eluens betap Szetvalasztandck

Valojaban nem a toltet mo- r Hi ‘H

Z0(g hanem a betép|é|és| Eluens betap Szetvalasztandok

és elveteli pontokat leptetik L= —
a toltet (= sorba kotott osz- H
lopok) menten. . . . l

Eluens betap J'Szétvélaszta ndok

_|miN

27
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Szimulalt mozgo toltet

A kialakul6 koncentra- Peserbent j;
cio profil alakja: R
e Rafhate
Eluens betap Szétvalasztandok
Ennek megfeleléen a | l -
ket komponens tiszta ﬁ
formaban elvezethetd: u .

L L
Lass0 komponens  Gyors komponens
elvétele elvétele

28
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Szimulalt mozgo toltet

Az oszlopokat célszerl zart ciklusban uzemeltetni, mindket
fazist folyamatosan korben jaratni.

Extract —  — A+B
(B) h

P Raffinate
Eluent - (A)
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lpari példa: glukoz-fruktoz elvalasztas

A glukoz enzimes izomerizalasa soran glukoz:fruktoz =
52:43 aranyu keverek keletkezik. A cukrokat tonnas tétel-
ben Ca fazisban levo er0s kationcserelo gyantan SMB kro-
matografiaval valasztjak el, a fruktéz aranya 90%-ig novel-
heto (HFCS = high fructose corn syrup, sokkal eédesebb).

Relative Sweetness
200

160 -

120+
< m Sugar
80 -

40-
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Glukoz-fruktoz
elvalasztas SMB-vel

Az iparban sok 1-2 m3-
es kolonnat alkalmaz-
nak, a kimeneteknel
optikal szenzorokkal
merik az osszetetelt,
és a léptetéseket pro-
cesszorral iranyitjak.




Centrifugalasos megoszlasos kromatografia
(CPC)

Helye a kromatografian belul:

Folyadéek-folyadek kromatografia
Mind az allofazis, mind a mozgofazis folyadék hal-
mazallapotu

Elvalasztas alapja a kulonbozo komponensek eltero
megoszlasi hanyadosa a két folyadek fazis kozott
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A megoszlasos kromatografia elve

Vezessuk ezt le a megoszlas jelenségére (gondolatkiserlet)

Kémcsovekben ,konnyu” €s ,nehéz” oldészer — az egyen-
suly beallasa utan a felso fazist tovabb visszuk.
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A térfogatok aranya 1:1,

a bevitt anyag

mennyisege 1, a 1
megoszlasi hanyados = 1

I I 1 2 1
0—0—0 ...
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A technika Ose: Craig-extraktor

=TART OF CYICLE Ismetelt lepe-

£




Centrifugaban:

Mindket fazis lehet allo és mozgo:

Ascendens mod: fels6 fazis a mozgo fazis (normal fazis)
Descendens maod: also fazis a mozgo fazis (reverz fazis)

'ad mozgéfdzis f mozgéfdzis

Ceg’rrifugélis . :: A felsé fdzis ng‘rrifugalis Az alsé Fézis
= . mozog mozog
Ascendent Descendent

i i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomény Tanszék




Mi torténik rotorban?

- Mozg6 fazis sugara be-
lép az allofazisba

- ott apro cseppekre bom-
lik (nagy hatarfelulet) —
Stokes-tv

- A cella vegen a csep-
pek egyesulnek (a csa-
tornakban csak mozgo-
fazis halad)
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Modern CPC készulek

Nagy forgasi sebesseg
(max. 3000 rpm)

Gyors elvalasztas (<1 ora)
Nagy tanyerszam (1-2 ezer)




A rotor feltoltése

» A rotor lassu forgatasa (500 rpm) mellett, a kivalasztott
alléfazis gyors pumpalasaval (50 ml/perc) feloltjuk a
rendszert.

» A rotort felporgetve (pl 2000 rpm) a mozgofazist a célzott
aramlasi sebesseggel pumpaljuk (pl. 10 ml/perc)

» Figyeljunk a maximalis nyomasra (kb. 80 bar)

» Merjuk meg a kiszoritott allofazist (holttérfogat)
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Minta injektalasa

» Kezdetben mindig injektaljunk keveset.

» |njektalhatunk a mintahurokbdl (10 ml), de pumpaval is
(max 50 ml ajanlott).

» |Inkabb tomenyebb (akar telitett) mintat kis terfogattal,
mint sok higat (csucs kiszélesedese), de ne legyen tul
tomény se.
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A kilepesnél

» Detektalas: beepitett ket csatornas UV detektor, de lehet
kulsO detektort is csatlakoztatni.

» Frakciok szedése (idoprogram vagy a detektor jele alap-
jan)

» Frakciok vizsgalata megfelelo analitikai technikakkal
(TLC, HPLC-UV)

» pH-monitorozas (ionos jellegl molekulak elvalasztasa-
nal).
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