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Mi a kiilonbség az oszlopkromatografia és az
oszlopban végrehajtott adszorpcio kdzott?

Kromatogréfia Adszorpcié
Cél: tobb hasonlé egy komponens elva-
komponens lasztasa az olddszer-
elvalasztasa t6l (viztol)
Az oszlop kicsi, a kapacitds |nagy (- 100%)
terhelése: max. 1-2 %-a

Deszorpcié: | egyidejlileg megy
végbe, a csucs
,hétsé” oldalan

a telités befejezése
utan, eltérd osszeté-
tell eluenssel

-
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MUVELETI SORREND

3. Tisztitds — a termék és a szennyez6 anyagok
elvalasztasa.

Jellemz8 miiveletek:
az 6sszes eddigi
KROMATOGRAFIA
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Kromatografiak
- .. MERET szerint:
M TOLTES gélpermeécios
g - ' kromatogréfia

OLDITATOSAG

-

BIOLOGIAI
AKTIVITAS

TOLTES szerint:
ioncsere kromato-
gréfia
OLDHATOSAG
szerint: megoszlasi,
adszorpcios, HIC
AKTIVITAS szerint:
affinkromatografia
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(Ipari) kromatogréfia

A kromatogréfia elvét, kvantitativ leiraséat Id. az Analitika
targyban. Ipari/preparativ Iéptékben csak a folyadékkroma-
tografia, ezen belill az oszlopkromatografia hasznalatos.
Ezen belll barmilyen &ll6- és mozgdfazison barmilyen
szorpci6(kilonbség) elvalasztast eredményez.
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loncsere mechanizmusa

A leggyengébben
kot6d6 ionok: H*,

OH, ezeket minden | © | &=
mintaion leszoritja. Vi
Deszorpci6:

er6sebben kot6ds |
ionokkal (pl. kétérte-
kd), vagy nagyobb
koncentréacioval
Regeneralas:

savval vagy laggal |

-

orrr p—

Adlszorpeid

P—oll
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loncsere kromatogréfia

Srong anion

—CHaN*(CHyhy Trietylaminocthy] TAM -
~ CyH N IC ey Triciyamimechy| TEAE-
—CH N (CHCHCHIOHICH,  Dicthyh2-bydroxypropylamiscethyl  QAB -
Werk aniow

—CHNH, Armnacthy! AE—
—CH,NHIC Ha)y Dizbiylarainoedy] EEAE -
Seraag caisn

—50,- Suiphn 5~
=CH.50, - Sulphmethyl M-
— g HS0, - Sulphopriapy! P
Wewk cation

LA Carpuxy o=
—CHy 000 - Carbaxymcthyl CM -
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Elvalasztas
tervezése

A titrdlasi gorbék is-
meretében a kroma-
tografias elvalaszta-
sok el6re tervezhe-
tok.
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loncserél gyantak kapacitasa

A kapacitas
fligg a pH-tal,
er6s savak és

bazisok vissza-

szoritjak a §
disszociaciot i,
Regeneralas: 3
savval vagy

laggal

Titralasi gorbék felvétele

A titralasi gorbéket elek-
trofékuszalé elektroforé-
zissel lehet felvenni. e

Marha izomfehérjék titra-
lasi gorbéi.

8 1
£ EME alkdmazot Tioterhalign ds Elelmimatadoniny Tonsz i = ERME alkadmazen Siotecinsligea fs Elelmiszartadonsny Tonszk
A fehérje toltése A pH gradiens hatasa
A fehérjék toltése fligg
a pH-tél: P —— » o
Minél laposabb a
. . - radiens, annal -
Barmelyik fehérje meg- %bb a seétvalas
kothet6 kation- és ani- ] Kk inak . ids
oncserélén is, ha a pH Seorkavmes o — aKkkor minek a \ )
megfelel6. Az izoelek- gradiens? -
tromos pont kozelében [ AR
nincs kotédés - ha a AV AN
pH-t az izoelektromos A A
pont felé mozditom el, \ S\ I\
a fehérje levalik az osz-
|0p|ré|. Anions sere badcndegs
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A gradiens T R e Forditott fazisu (RP) kromatografia
niluenee gradient sinpe
hatasa —

RP — a toltet apolaris, a mozg6 fazis polaris.

Minél laposabb a gradi- /\ A toltet fellletét alkil lancokkal boritjak, ennek szénatom-

ens, annal tébb id6t tolt
az oszlopban a kompo- —_— RP.x RP RPle

nens - annal inkabb o e O °
kiszélesedik a csucs. gt

Az ilyen hidrofob toltet alkalmas:

* Megoszlasos

* Adszorpcios

/\ - « Hidroféb kolcsonhatas (HIC) kromatogréafiara

szama szerint jeldlik:

(Van Deemter egyenlet)

HEBME alkdmazen Biotestnelipa & Delmiszartadonsiny Tz &
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A gradiens hatasa Forditott fazisu (RP) kromatografia
Tzokratikus és gradiens clicid
A megosz|ésos és az Mesoe s kronmilcenifa
ISOCRATIC vs GRADIENT adszorpcios kromato- .
. i gréfia kozti elvi kilonb-
E Mt 3 , ia b ’i wrom ség:
F — " g J\ JLJ\ [\ Megoszlasos: a hidrofil
5 (LYY JUL L J — fazis teljes térfogataban
lrz 3 i > i kot6dik az anyag. Adszorpeids kromatogritia
13 il T |
, ¥am ; Adszorpcids: csak a fell-
[ L, leten — nem szamit az
FIM I (MIN) alkillanc hossza
- . 17
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A gradiens hatasa Hidroféb koélcsénhatas (HIC)
A gradiens meredekségét R Az adszorpcios kromatogréfia egy specialis esete.
optimalni kell a szétvalasz- = Témény sbéoldatokban az apolarisabb fehérjék oldhato-

7 saga romlik (Id. kis6zas), ezért hajlamosak megkotédni
sedése kozoétt. az apolaris toltet felilletén.

| 5 j\_ _A_ 1 _,/\I_ A polaritds csokkenésével (csdkkend sogradiens) hidro-
fobitasuknak megfelel6 sorrendben deszorbealédnak.

tds és acslcsok kiszéle-

Az optimalis gradiens pro- Qptialial: gadicas
fil allhat tébb, eltéré mere-
dekségl szakaszbol is. Az RP technikak els6sorban analitikai Iéptékiek, nem

ipariak, ezért nem targyaljuk ennél részletesebben.

- 15
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10. fejezet (Ipari) kromatografia

Gélpermeacidés kromatografia

A tdltet inert, nincs anyagi

kslcssnhatés a fellet és Packing Material
az elvalasztandd anyagok Q
kozott. -
Size of solute substances.
A retenci6 az eltér6 mé-  [whetherthey enfer pores ornat: |
retd molekulak eltér6é at-
hosszabdl adodik. Lo
)
Lassu, akér 10-20 ora. s x}’
Mindig higit! el C\

e @ ERE alkadmazet iotecknaléga & Hlelmimadonsay Tansz ik

Oszlopok léptékndvelése

Gélpermeaciés kromatografia

Iy Mg

A retenci6é nem lineéris,

de egy tartomanyban

a log(moltémeg)-gel s
aranyos.

Ez sem ipari léptéki el-
vélasztas, nem foglal-
kozunk vele.

Ld. BIM gyakorlat.

Ipari méretd ioncseréldé oszlopok

Oszlopok 1éptékndvelése

I 1l

Léptékndvelésnél azonos JL
anyagl és szemcsemé-

retli toltetek esetén ho-

gyan noveljik az oszlop
méretét?

Azonos hatékonysagu
elvalasztashoz azonos
lineéris sebesség kell:

4 I 1

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

5 @ ERE alkadmazet iotecknaléga & Hlelmimadonsay Tansz ik
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Folytonos kromatografia

0 B d H O

A kromatografia szakaszos
(ciklikus) mikodés(. De ha
tébb oszlopot faziseltolassal
allitunk egymés mellé, akkor
kvazifolytonossa tehet6 (mint
a vakuum dobsz(ir6).

Abban is hasonlit, hogy az
elemeket korben helyezik el.
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Folytonos kromatogréfia Szimulalt mozgo toltet
A korberakott oszlopokat helyette- it .
sithetjik egy hengerpalast alaku INEET i)

A kialakulé koncentra- (. 0 [ v
ci6 profil alakja:

toltetaggyal, ami lassan forog. Fe-
I0l egy ponton, folyamatosan tor-
ténik az anyag felvitele, a toltet to-
vabbi feluletére az eluens folyik.
Alul az elfolyé pontokndl fix helye-
ken lehet elvenni az egyes kompo-
nenseket.

Egy Kkorilfordulads alatt a henger
minden alkotéja végigmegy a kro-
matografia teljes ciklusan.

| 7
[ Hathts
Elusre bethp Saidvilyszandoh

Ennek megfeleléen a

két komponens tiszta E i .
formaban elvezethet6:

Fyern kclmporonu
elvetele

,E BME Alkslmazot iotechnslipie 3 Elemiszartadonsny Tonszdk

Mozg6 toltet és szimulalt mozgo toltet Szimulalt mozgé toltet
moving bed és simula- ® . . Az oszlopokat célszer( zart ciklusban tzemeltetni, mindkét
(movi g bed es simula- e T fazist folyamatosan korben jaratni.
ted moving bed = SMB) o) = 5
Nemcsak a mozgé fazis ()_ = _(J Bt .\__ e
mozog, hanem a toltet 4= = F H
is — ellenkez6 iranyban. /- == ®\>‘3‘ - —
A nagy retenci6ji kom- . (6) ( / }\w T g hY -
ponensek ettd| visszafe- & s faud | Lr
1é mozdulnak el. e T ' Vi
Fluld L . e l—r
A kialkul6 koncentrécio- e s H H .
profilok: 1 T 1 ot e N Ra?:lr;ata
Exlract Fead Raffirate
A 26 29
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Szimulalt mozgo toltet Ipari példa: glukdéz-fruktoz elvalasztas

Eugrabamp  Sevdlasandtc A glikéz enzimes izomerizalasa soran glikoz:frukt6z =
I_L‘ — — 52:43 aranyu keverék keletkezik. A cukrokat tonnas tétel-
] ’_| m ’ﬁ ’_‘ FI_‘ ben Ca fazisban Iévé er6s kationcserélé gyantan SMB kro-
Val6jaban nem a toltet mo- B matografiaval valasztjak el, a fruktdz aranya 90%-ig nével-
zog, hanem a betaplalasi === . heté (HFCS = high fructose corn syrup, sokkal édesebb).

és elvételi pontokat |éptetik D [”. ‘D D D R

a toltet (= sorba kotott osz-
Eluars balap Szatvalasztandek

a[n] [=[n

m Sugar

- [

,E BME sinanzazcn s,

1 o minme sz y L unss Sk
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Glukéz-fruktdoz A térfoaatok aréma 11
A . érfogatok aranya 1:1,
elvalasztas SMB-vel a bevitt anyag
mennyisége 1, a 1
megoszlasi hanyados = 1
Az iparban sok 1-2 m3-
es kolonnat alkalmaz-
nak, a kimeneteknél
optikai szenzorokkal it ]
mérik az Gsszetételt, AT e Y
és a léptetéseket pro- et 1 1 T
cesszorral iranyitjak. ‘.

¥

Centrifugalasos megoszlasos kromatogréfia A technika Gse: Craig-extraktor
(CPC)
START OF CYCLE _ismételt 1épé-

Helye a kromatogréfian belul:

Folyadék-folyadék kromatogréafia
Mind az all6fazis, mind a mozgofazis folyadék hal-
mazallapotd

Elvalasztas alapja a kilénb6z6 komponensek eltéré '@'
megoszlasi hanyadosa a két folyadék fazis kozott

E ERE alkadmazet iotecknaléga & Hlelmimadonsay Tansz ik

A megoszlasos kromatografia elve Centrifugaban:

Mindkét fazis lehet allé és mozgo:
Vezessik ezt le a megoszlas jelenségére (gondolatkisérlet)

Kémcsovekben ,kénnyd” és ,nehéz” oldoszer - az egyen-

Ascendens mod: felsé fazis a mozgé fazis (normal fazis)
suly bedllasa utan a felsé fazist tovabb visszik.

Descendens mad: als6 fazis a mozgo6 fazis (reverz fazis)

. > mozgéfdzis

f mozgéfdzis
=

Centrifugdlis & A felsé fdzis Centrifugdlis = [
erd H erd . B
I I I I I : E - E

<

Ascendent Descendent

Az alsé fdzis
mozog

F -

= ERE alkdmazen iotecinsligaa & Elelmizzartadonsny Tonszdk
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Mi torténik rotorban?

- Mozgé fazis sugara be-
1ép az all6fazisba

- ott apr6 cseppekre bom-
lik (nagy hatérfelilet) —
Stokes-tv

- Acella végén a csep-
pek egyesiilnek (a csa-
tornédkban csak mozgé-
fazis halad)

,E BME Alkslmazot Boteckusligia &5 Elelmizzartadorsny Tansz &k

Minta injektélasa

» Kezdetben mindig injektaljunk keveset.

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

» Inkabb tdményebb (akar telitett) mintat kis térfogattal,
mint sok higat (csucs kiszélesedése), de ne legyen tul
témény se.

-

ERE alkdmazen iotecinsligaa & Elelmizzartadonsny Tonszdk

Modern CPC készulék

Nagy forgasi sebesség
(max. 3000 rpm)

Gyors elvélasztas (<1 6ra)
Nagy tanyérszam (1-2 ezer)

HEBME alkdmazen Biotestnelipa & Delmiszartadonsiny Tz &

A kilépésnél

» Detektélas: beépitett két csatornas UV detektor, de lehet
kills6 detektort is csatlakoztatni.

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

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

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

Nidi. Ak pazet Hesastralag = ds olelassrmtume ey Dnseas

A rotor feltoltése

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

» A rotort felpdrgetve (pl 2000 rpm) a mozgéfazist a célzott
aramlasi sebességgel pumpaljuk (pl. 10 ml/perc)

» Figyeljink a maximalis nyomasra (kb. 80 bar)

» Mérjik meg a kiszoritott all6fazist (holttérfogat)
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