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3. Tisztitdas — atermék és a szennyez6 anyagok
elvalasztasa.

Jellemzd miveletek:
az 6sszes eddigi
KROMATOGRAFIA
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Pécs Miklos: Fermentacios feldolgozasi miiveletek

10. fejezet (Ipari) kromatografia

(Ipari) kromatografia

A kromatografia elvét, kvantitativ leirasat Id. az Analitika
targyban. lpari/preparativ léptékben csak a folyadékkroma-
tografia, ezen belil az oszlopkromatografia hasznalatos.
Ezen belll barmilyen &all6- és mozgoéfazison barmilyen
szorpcio(kulonbség) elvalasztast eredményez.

RS ¥ BME Alkamazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Mi a killdnbség az oszlopkromatografia és az
oszlopban végrehajtott adszorpcié kdzott?

Kromatogréfia

Adszorpcié

cél:

tobb hasonlé
komponens
elvalasztasa

egy komponens elva-
lasztasa az oldoszer-
tél (viztdl)

Az oszlop
terhelése:

kicsi, a kapacitas
max. 1-2 %-a

nagy (- 100%)

Deszorpcio:

egyidejlleg megy
végbe, a csucs
,natso” oldalan

a telités befejezése
utan, eltérd osszeté-
telli eluenssel
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TOLTES

~,
"
-

BIOLOGIAI
AKTIVITAS

Kromatografiak

MERET szerint:
gélpermeacioés
kromatogréafia
TOLTES szerint:
loncsere kromato-
grafia
OLDHATOSAG
szerint: megoszlasi,
adszorpcios, HIC
AKTIVITAS szerint:
affinkromatografia

loncsere mechanizmusa

A leggyengébben Adszorpcio6
kotédo ionok: HY, X
- H 1 + - fa i+ =

OI_-I : gzeket mlr}qen N ®ou-+pP*—— MProH-
mintaion leszoritja. A
Deszorpcio:
er6sebben koét6dd | Deszorpcid
ionokkal (pl. kétérteé- i P S
kd), vagy nagyobb TN |
koncentracioval | +E::—-{_:,:

71 Z \-k' : "z-" S + p
Regeneralas: © e
Savval Vagy Iuggal | ;+= Loticser €18 csopart pl..:.= minta fehérje S\T=elua'lo'sé ariorga
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loncsere kromatografia

Smong anion

—CH,N*(CHy); Triethylamincethy!
~CaH N (C:He); Triethylaminoethy|
- CHN"(CyH3),CH,CHIOHICH;  Dicthyl-2-hydroxyprapylaminoethyl
Weak dstion

- Cz.H‘N 1—“3 m‘l)‘l

—GH NH(C Hybs Distirylaminoethyl
Srrong carion

—50,-— m‘l

- CHQ m3 - Sulphumclhyl
—CyHgS0, — Sulphupropy
Weak cation

-C00 - Casbuxy
~CH,000 - Carboxymethyl

TaM -
TEAE-
QAE-—

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

A kapacitas Y .
fligg a pH-tal, -

loncserél6 gyantak kapacitasa

erds savak és
bazisok vissza-

szoritjdk a 5
disszociaciot §
Regeneralas: 2
savval vagy

ltggal
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A fehérje toltése

A feherjék toltese fligg 4 A fenéne aise
a p H 't()l Kationcsere tarom dnya
-—p

Barmelyik fehérje meg-
kothetd kation- és ani-
oncserélén is, ha a pH
megfeleld. Az izoelek- 0
tromos pont kdzelében
nincs kotédées - ha a

pH-t az izoelektromos

pont felé mozditom el,

a fehérje levalik az osz-

Leoelektromos pont

—

|Opré|. Argoncsere tatam dnya

¥ PEELEEE OF T i . " e . = -
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Elvalasztas
tervezése

A titralasi gorbek is-
meretében a kroma-
tografids elvalaszta-
sok elére tervezhe-
tok.

10
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zissel lehet felvenni.

lasi gorbéi.

A titralasi gorbéket elek-
trofokuszalé elektroforé-

Marha izomfehérjék titra-

Titralasi gorbék felvétele

¥ PEELEEE OF T i . " e . = -
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"
Minél laposabb a .
gradiens, annal o
jobb a szétvalas
— akkor minek a

gradiens?

A pH gradiens hatasa

idé

12
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. BAND BROADENING EFFECTS
A g rad Iens Influence of gradient slope
hatadsa
Minél laposabb a gradi- N\
ens, annal tobb id6t tolt Ld \ e

az oszlopban a kompo-
nens - annal inkabb
kiszélesedik a csucs.

Abs 4 lonie

strangth

(Van Deemter egyenlet)

A gradiens hatasa

Izokratikus és sradiens elicio

+ ISOCRATIC vs GRADIENT

mwZCc=vHA
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A gradiens hatasa

Linearis gradiens

A gradiens meredekségeét
optimalni kell a szétvalasz-
tas és acsucsok kiszéle-

sedése kdzott. A]\ - ]\

Optimalizalt gradiens

Az optiméalis gradiens pro-

fil allhat tobb, eltér6 mere-
dekségul szakaszbdl is.

¥ PEELEEE OF T i . " e . = -
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Forditott fazisu (RP) kromatografia

RP — a toltet apolaris, a mozg6 fazis polaris.
A toltet feltletét alkil lancokkal boritjak, ennek szénatom-
szama szerint jelolik:

RP-2 RP-& RP-18

Az ilyen hidrofob téltet alkalmas:
» Megoszlasos
» Adszorpcios
* Hidrofob kdlcsdnhatas (HIC) kromatografiara

16
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Forditott fazisu (RP) kromatografia

A megosz| éSOS és az Mecgoszldsos kromatogratia
adszorpcios kromato- !
gréafia kozti elvi kilénb-
SéQ:

Megoszlasos: a hidrofil
fazis teljes térfogataban
kotédik az anyag. Adszorpcios kromatogrifia

Adszorpciés: csak a felu-
leten — nem szamit az
alkillanc hossza

17

Hidrofob kdlcsbnhatas (HIC)

Az adszorpcids kromatografia egy specialis esete.

Tomény sooldatokban az apolarisabb fehérjék oldhaté-
saga romlik (Id. kis6zas), ezért hajlamosak megkotédni
az apolaris toltet feltletén.

A polaritas csokkenésével (csokkend ségradiens) hidro-
fobitasuknak megfelel6é sorrendben deszorbealdédnak.

Az RP technikak elsGsorban analitikai Iéptékiek, nem
ipariak, ezért nem targyaljuk ennél részletesebben.

18
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Gélpermeacios kromatografia

A toltet inert, nincs anyagi . _
kdlcsonhatas a feliilet és Packing Material

az elvalasztand6 anyagok O .
koz6tt. -

L

&mdmmm ]
A retencié az eltér6 mé- memmmamsormt

retd molekulak eltérd ut-
hosszabdl adodik.

Lassu, akar 10-20 ora.
Mindig higit!

i
) {

19

Gélpermeécios kromatografia

leg My
L)

A retencié nem lineéris,
de egy tartomanyban

a log(moltémeg)-gel ok M
aranyos.

Ez sem ipari léptéekd el-
valasztas, nem foglal- |
kozunk vele. L av |

Ld. BIM gyakorlat.

20
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Oszlopok leptéekndvelese

Léptékndvelésnél azonos [ [ |

anyagu és szemcseme-
ret(i toltetek esetén ho-
gyan néveljik az oszlop
méretét?

Azonos hatékonysagu
elvalasztashoz azonos J:L —|:|——

linearis sebesség kell:

v = térfogataram/keresztmetszet
- a keresztmetszetet kell aranyosan ndvelni, a hossz
valtozatlan.

21
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Ipari méretl ioncserélo oszlopok

Folytonos kromatografia

A kromatografia szakaszos
(ciklikus) mikodésd. De ha
tobb oszlopot faziseltolassal
allitunk egymas mellé, akkor
kvazifolytonossa tehet6 (mint

sr s

a vakuum dobsz(ro).

Abban is hasonlit, hogy az
elemeket kdrben helyezik el.

24
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Folytonos kromatografia

A korberakott oszlopokat helyette-
sithetjik egy hengerpalast alaku
téltetaggyal, ami lassan forog. Fe-
Ul egy ponton, folyamatosan tor-
ténik az anyag felvitele, a toltet to-
vabbi fellletére az eluens folyik.
Alul az elfolyd pontoknal fix helye-
ken lehet elvenni az egyes kompo-
nenseket.

Egy korilfordulas alatt a henger
minden alkotdja végigmegy a kro-
matografia teljes ciklusan.

FIXED
FEED
INLET

rELU

ENT

25

Mozgo toltet és szimulalt mozgo toltet

(moving bed és simula- ®

—

ted moving bed = SMB)
Nemcsak a mozgo fazis

mozog, hanem a toltet

oo

A nagy retencioju kom-

ponensek ettdl visszafe-

G=
is — ellenkez6 iranyban. /-,
g©)
)

=@
&Ly

|é mozdulnak el. (©
Fluid
—_— —
A kialkul6 koncentracio- ] e
profilok: | 1 |
Extract Feed Raffinate

eshes BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék
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Szimulalt mozgo toltet

Eluens betap Szét rilasztandok
Valéjaban nem a toltet mo- ’_‘ F_‘ m ﬁ F_‘ F_‘
zog, hanem a betaplalasi E'””‘* hetdp Szétvilasztandsk
es elvételi pontokat léptetik T
a toltet (= sorba kotott osz- MJ
lopok) mentén. — | —
Eluens betép Sze‘tvalasztandék

27

Szimulalt mozgo toltet

Desorbent Feed

A kialakul6 koncentra- :
ci6 profil alakja:

Conc.

! =
%7 Bed Position ea
Extract Raffinate

Eluens betap Szetvalasztandok

Ennek megfelel6en a

| .
két komponens tiszta
formaban elvezethet6: | | |

Gyors komponens
elvetele

28
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Szimulalt mozgo toltet

Az oszlopokat celszerl zart ciklusban tizemeltetni, mindkét
fazist folyamatosan kérben jaratni.

Extract - & +B

R e
b GG x'll
. (/,.- \\ - ls
liquid
T T
7 \_ A
/
= e
: Raffinate
Eluent e (A)

29

Ipari példa: glukoz-fruktdz elvalasztas

A glikoz enzimes izomerizalasa soran glukoz:fruktoz =
52:43 aranyu keverék keletkezik. A cukrokat tonnas tétel-
ben Ca fazisban lévé erds kationcserél6é gyantan SMB kro-
matogréafiaval valasztjak el, a fruktdz aranya 90%-ig novel-
het6 (HFCS = high fructose corn syrup, sokkal édesebb).

Relative Sweetness

200

W Sugar

i

20| 16

i3 A, -3 Fructose Gusose Celeclese | Alpha-Lactose 30
- e k-]
R.g mleicrs

uerase Maltose Bala-Lactose

5 il =
Sresare o BME Alkwimgeun DIOISCIIWwIogia ©5 SISt euoTmsn v 1uanszek
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Glukoz-fruktéz
elvalasztas SMB-vel

Az iparban sok 1-2 m3-
es kolonnat alkalmaz-
nak, a kimeneteknél
optikai szenzorokkal
mérik az dsszetételt,
és a léptetéseket pro-
cesszorral iranyitjak.

Centrifugalasos megoszlasos kromatografia
(CPC)

Helye a kromatografian belul:

Folyadék-folyadék kromatografia
Mind az alléfazis, mind a mozgéfazis folyadék hal-
mazallapotu

Elvalasztas alapja a kilénb6z6 komponensek eltérd
megoszlasi hanyadosa a két folyadek fazis kdzott

eshes BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék
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A megoszlasos kromatografia elve

Vezessik ezt le a megoszlas jelenségére (gondolatkisérlet)

Kémcsovekben ,konnyl” és ,nehéz” oldoszer - az egyen-
suly beallasa utan a felsé fazist tovabb visszuk.

E P TYTYIYE i . . z ) i .
it ¥ BME Alkamazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

33

A térfogatok aranya 1:1,
_— a bevitt anyag
L mennyisége 1, a 1
megoszlasi hanyados = 1

B B 1 1

. . . 121

[] [] [] EI 12 21

34
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&

1\

START OF CYCLE

A technika 0se: Craig-extraktor

-ismételt lépé-

Centrifugaban:

Mindkét fazis lehet allé6 és mozgo:

Ascendens maéd: felsé fazis a mozg6 fazis (normal fazis)
Descendens mdd: also fazis a mozg6 fazis (reverz fazis)

Centrifugdlis
erg

> CTTTTTYTTTETE

Ascendent

> mozgéfizis
—

A felsé fdzis
mozog

Centrifugdlis
erd

f mozgéfdzis

Az alsé fdzis
mozog

> SITITTTYTTTE

J

Descendent

eshes BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék
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Mi torténik rotorban?

- Mozgo fazis sugara be-
|ép az allofazisba

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

- Acella végén a csep-
pek egyestilnek (a csa-
tornakban csak mozgo6-
fazis halad)

FLry EERE ;rl : -
Eitiatrar “:I BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Nagy forgasi sebesség
(max. 3000 rpm)

Gyors elvalasztas (<1 o6ra)
Nagy tanyérszam (1-2 ezer)

$u BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A rotor feltoltése

> A rotor lassu forgatasa (500 rpm) mellett, a kivalasztott
allofazis gyors pumpalasaval (50 mi/perc) feldltjuk a
rendszert.

> A rotort felporgetve (pl 2000 rpm) a mozgo6fazist a célzott
aramlasi sebességgel pumpaljuk (pl. 10 mi/perc)

» Figyeljink a maximalis nyomasra (kb. 80 bar)

» Meérjuk meg a kiszoritott alléfazist (holttérfogat)

i ¥ BME Alkamazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Minta injektalasa

» Kezdetben mindig injektaljunk keveset.

> Injektalhatunk a mintahurokbdl (10 ml), de pumpéaval is
(max 50 ml ajanlott).

> Inkabb toményebb (akar telitett) mintat kis térfogattal,
mint sok higat (csucs kiszélesedése), de ne legyen tul
tomény se.

iRl BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 20



Pécs Miklos: Fermentacios feldolgozasi miiveletek 10. fejezet (Ipari) kromatografia

A kilépésnel

> Detektalas: beépitett két csatornas UV detektor, de lehet
kuls6 detektort is csatlakoztatni.

> Frakciok szedése (id6program vagy a detektor jele alap-
jan)

> Frakciok vizsgalata megfelel6 analitikai technikakkal
(TLC, HPLC-UV)

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

. m.-._. Eﬂi 3ME Alkdmazot Biotechroléga és Elelmiszertudominy Tansz2k
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