Ipari kromatografia

A sejtek elvalasztasa, feltardsa és a koncentrdld 1épések utan kovetkezd miiveleti sza-

egyéb komponensektdl. Erre a célra alkalmazhatok az eddig targyalt miiveletek, de ehhez
csatlakoztatjuk a kromatografia miiveletét is.

A kromatografia elvét, kvantitativ leirasat 1d. az Analitika targyban, ezzel most nem
foglalkozunk. Ipari/preparativ 1éptékben csak a folyadékkromatografia, ezen beliil az oszlop-
kromatografia hasznalatos.

A szorpcio-deszorpcid a vandorld anyagok koncentracid profiljanak ,lekerekedését”,
kromatografids csuccsa alakuldsat okozza. Az eredetileg négyszoghullimmal leirhato
mintabevitel haranggorbe jellegli profilla alakul at. Vezessiik le ezt a megoszlas jelenségével
egy gondolatkisérletben. Induljunk ki abbdl, hogy egy sorozat kémcsdben egymas folott
,konnyl’” és ,,nehéz” oldoszer taldlhatd, melyek térfogatainak ardnya 1:1. A bevitt minta
mennyisége legyen egységnyi, a megoszlasi hanyados is legyen az egyszeriiség kedvéért K=1,
azaz oldott anyagunk fele-fele aranyban oszlik meg a két fazis kozott. Az egyensuly bedllasa
utén a felsé fazisokat jobbra tovabb léptetjiik. Az elsé kémcsdbe az elézdvel azonos mennyi-
ségli ,.konnyli” oldoszert toltiink. A masodik kémcsdben a kezdeti anyagmennyiség fele megy
at, a két kémcs6ben azonos mennyiségii anyag lesz. Mindkét csében végbemegy a megoszlas,
minden fazisban az eredeti anyagmennyiség egynegyede talalhato.
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Folytatva a léptetés-megoszlas ciklusokat az egyes csovekben kialakuld koncentraciok
aranya a jobb oldalon lathat6 binomidlis szdmokat adja. Kellden nagy 1épésszdm esetén ez
Gauss-gorbébe megy at €s igy alakul ki az idedlis, d&ramlési viszonyoktdl nem befolyasolt kro-
matografids csucs. Két anyag kozotti szorpcidkiilonbség barmilyen allo- és mozgofazison el-
valasztast eredményez.



A kromatografias modszerek csoportositasa

A kromatografids modszereket a céltermék mole-
kula anyagi tulajdonsagai alapjan csoportosithatjuk. Az
elvalasztasok alapja, hogy a két szétvalasztani kivant
anyagokat a fizikai(-kémiai) tulajdonsdgaik kiilonbozo-
ségén alapuld fizikai miiveletekkel kiilonitjik el egy-
mastol. A kromatografiat, mint miiveletet a sokféle le-
hetséges szorpcids, megkdtddési mechanizmus miatt
tobbféleképpen is meg lehet valositani. A kotdédés valto-
zatos lehetdségeit legjobban a fehérje molekuldk kroma-
tografias elvalasztasain lehet bemutatni.

A molekula mérete/tdmege szerinti elvalasztas a
gélpermedcios (kizarasos) kromatografia, a toltés szerin-
ti az ioncsere kromatografia, oldhatosag szerinti a meg-
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bizonyos csoportok hidrofil vagy hidrofob jellege, a mé-

rete vagy a biologiai aktivitdsa (specifikus ligandkoto tu-

lajdonsag) lehet az elvalasztas alapja. A modszer kivalasztasanal figyelembe kell venni a fe-
hérje stabilitasat, a kornyezet, tehat az oldoszer, a pH, az ionerdsség és a hdmérséklet viszo-
nyait.

Mieldtt belevagnank a valtozatok targyalasaba, tekintsiik at, hogy miben kiilonbozik a
most targyalt kromatogréfia az adszorpciotdl. Hiszen mind a kettd szorpcion alapul, mindket-
tot meg lehet valdsitani toltott oszlopban.

Az dsszehasonlitasban els6ként megallpihato, hogy mas a két miivelet célja. A kromato-
grafia tobb hasonld komponens elvélasztasara szolgal, addig az adszorpcidt egy komponens
megkotésére, az oldoszertdl valo elvalasztasara hasznaljuk. Mig a kromatografianal az oszlop
terhelése a toltet kapacitasanak 1-2%-a, az adszorpcional viszont minél teljesebb kihasznalas-
ra, a 100% kozelébe toreksziink. Kromatografia esetén adszorpcio €és deszorpcid dinamikusan,
idoben egyszerre van jelen, hiszen a komponensek haladnak az oszlopon. A cstics elején az
adszorpcio, a végén a deszorpcid jellemzd. Adszorpciondl nincs értelme retencios idérdl vagy
térfogatrol beszElni, a telités befejezése utan egy eltérd osszetételli eluenssel tetszdleges ido-
ben deszorbedljuk az anyagot a toltetrdl.

Kromatografia Adszorpcid
Cél: tobb hasonlé komponens egy komponens elvalasztisa az
elvalasztasa oldoszertdl (viztdl)
Az oszlop kicsi, a kapacitds max. 1-2 | nagy (— 100%)
terhelése: %-a
Deszorpci6: egyidejiileg megy végbe, a | a telités befejezése utan, eltérd

csucs ,,hatsd” oldalan Osszetételil eluenssel




Ioncsere kromatografia

Az ioncsere kromatografia igen sokféle toltott molekula elvalasztadsara alkalmazhato a
nagyméretli fehérjéktdl nukleotidokig €s aminosavakig. Leggyakrabban fehérjék és peptidek
elvalasztasara hasznaljak. Alapja, hogy a toltott, elvalasztando terméket az oszlop ellentétesen

toltott ioncseréld csoportja reverzibilisen
képes megkotni. A deszorpcid torténhet
allando Osszetételli mozgd fazis hatasara
(izokratikusan) vagy a pH és/vagy a so-
koncentraci6 valtoztatdsanak hatédsara
(gradiens elucid). A mozgd fazis ionjai
leszoritjak a megkotddott komponense-
ket. Az ionok kozott versengés 1ép fel, az
oszlophoz erésebben k6tddd (pl. kétérté-
ki) ionok leszoritjdk az elvélasztando
anyagot. Ez a gyengébben kotddd ionok-
kal (H', OH) is lehetséges, de ehhez
nagy ionkoncentracid sziikséges — az
oszlop regeneraldsa tomény savval (kati-
oncser¢ld) illetve laggal (anion-
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cseréld) torténik. A regeneralast
értelmezhetjilk mas oldalrél is. ®
A gyantan 1évd ionizéalhatd cso-
portok disszociacidja fiigg a pH-
tol. Szélsdséges pH értékeknél
az ionizalhat6é csoportok disszo-
cidcidja visszaszorul, elvesztik a
toltésiiket, igy nem képesek el-
leniont megkdtni. Emiatt az el-
addig megkotott komponenseket
elengedik, azok a mozgdfazissal
tavoznak. Kvantitativan ezt a fo-
lyamatot a pH-oszlopkapacitas 0

Eelativ kapacitas

diagramon mutathatjuk be, ami

lényegében a toltet titralasi gorbéje. A regene-
ralt gyantanak nincs toltése, csoportjait a H,

illetve OH" ionok semlegesitik.

Ioncseréloket csoportosithatjuk aszerint
is, hogy erds vagy gyenge savas illetve bazi-
kus csoportokat tartalmaznak. Az anioncseré-
16knél az aminoetil- (AE) és dietilaminoetil-
(DEAE) csoport a gyengék (részlegesen pro-
tonalodok) kozé tartozik. Erds anioncserélok-
nél a trietilaminometil- (TAM), trietilamino-
etil- (TEAE), dietil-2-hidroxipropilaminoetil-
(QAE) csoport szerepel, ezek protonaldodasa
gyakorlatilag teljes. Gyenge kationcseréld
csoportok a karboxil- (C) és a karboximetil
(CM), er6s kationcseréld csoport a szulfo- (S),
szulfometil (SM) ¢és a szulfopropil (SP)

csoport.

+ 4 A fehérje toltése

Kationcsere tartom dnya
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Izoelektromos pont

————ip
Anioncsere tartom anya




A fehérjék toltése fiigg a pH-t6l. Az aminosav oldallancok és lancvégek mind savas,
mind bézikus ionizélhatd csoportokat tartalmaznak. Savas kozegben ezek protonalodnak, a
fehérje ettdl pozitiv toltéstivé valik. Lugos kdzegben éppen ellenkezbleg, a csoportok deproto-
nalodnak, a karbonsav csoportok negativ toltése valik dominaléva. Ez azt jelenti, hogy a fe-
hérjék a kozeg aciditasatol fiiggden kation- és anioncserélé gyantan is megkothetdk. A fehérje
titralasi gorbéjének nulldtmenetén, az izoelektromos ponton a molekula eredd toltése nulla,
ekkor egyik ioncserélén sem kothetd meg. Tehat az oszlopon kotott fehérje a toltetrdl leva-
laszthato, ha a pH-t az izoelektromos pontra allitjuk.

Elvalasztas tervezése pH of mobile phase
Az alabbi abran 3 kiilonbozd
fehérje titralasi gorbéje lathato.
Gondolatkisérletben megvizsgaljuk

Abs Abs A‘hri Abs
az elvalasztasokat az allando pH ér- ;: f? ﬁ
téken, izokratikusan végrehatott el- , m ‘ o
valasztasok esetén. Feliil a kation- R ¥ \ v L ¥
cserélén, alul az anioncserélén ka- b \ b y d
pott elvi kromatogramok sorakoz- + ¢ " {
nak.

Nagyon alacsony pH-nal
mindegyik fehérje pozitivan toltott, e |
¢s csak a kationcseréld oszlopon
(CM) képes megkdtddni. A fehérjé-
ket a nett6 toltésiik szerinti sorrend-
ben lehet eludlni az oszloprdl, mi-
vel a kotdédés erdssége a toltés
nagysagaval jellemezhetd. Tehat '
elicio soran az oszlophoz leggyen- = l
gébben kotdédd fehérje jelenik meg /
elészor. Ugyanezen pH tartomany-

» pH

Surface net charge
=

Abs

\
\

. o . o Abs / Abs /o Abs

ban egyik fehérje sem képes kotdd- 4 s s s
ni anioncserélon, ezért mindegyik

retencid nélkiil, egytitt halad at (la- A A MA M
borszlengben: ,atesik az oszlo- ‘gt s T
pon”), ezt mutatja az also kis kro- ‘
matogram. Nagyobb pH értéknél
(balrél a masodik fliggdleges vonal) jobb elvalasztast kapunk. Az egyik (itt kékkel jelolt) fe-
hérje toltése mar negativ, atléptiink az izoelektromos pontjan, tehat kationcserélén nem fog
megkotddni, nem lesz retencidja. A masik két komponens a kationcseréldn jol elvalaszthato,
mert nagy a kiilonbség a toltésiik kozott (felsd kis kromatogram). Még nagyobb pH értéket
valasztva (harmadik fiiggbleges vonal) mar két fehérje valt at az anionos tartomanyba. Itt ani-
oncser¢ld oszlopon kapunk jo elvalasztast, az egy kationos fehérje nulla retencioval ,.atesik az
oszlopon”, a két anionos pedig jol elvalik egymastol, mert nagy a toltéskiilonbség. A legna-
gyobb pH értéknél valamennyi fehérje anionos jellegli, egységesen az anioncserélén kotddnek
meg, de ez elvalasztds nem elég jo, mert kicsi a toltések kiilonbsége, igy majdnem egyforma
retencioval, atfedé csticsokkal jelennek meg. Megfigyelhetd, hogy a kromatogramok jellege
az abran centralis szimmetridt mutat. Az atlésan egymassal szemben talalhatod elvalasztasok

eredménye hasonld, csak a csticsok sorrendje fordul meg.




Osszességében jol lathato, hogy a tit-
ralasi gorbék ismeretében az elvalasztas |
tervezhetd, kivalaszthatjuk az optimalis pH
értéket. Ezeket a titralasi gorbéket elektro- == .
fokuszalo elektroforézissel lehet felvenni.
Az abran marha izomfehérjék titralasi gor-
béi lathatok. Minden egyes kék vonal egy-
egy fehérjekomponens titralasi gorbéjét raj-
zolja ki.

Titration curve of bovine musecle proteins produced by electrofocusing
electrophoresis

A pH gradiens hatasa

Izokratikusnak nevezziik azt az elvalasztést, ahol az eluens Osszetétele (pH-ja és ion-
erdssége) idoben allando. Eltérd technika a gradiens elucio: a pH és/vagy az ionerdsség ido-
ben valtozik.

Ha a pH valtoztatas soran athaladunk egy fehérje izoeletromos pontjan, az elveszti a tol-
tését, és levalik az oszloprol. Igy a kiilonboz6 IEP-jii fehérjéket szelektiven, egyenként tudjuk
levalasztani a toltetrél. Kérdés, hogy milyen gyors legyen a pH valtozas sebessége. Vizsgaljuk
meg ezt harom eltéré IEP-ji fehérje esetén (abra). Ha a pH valtozas ugrasszert, lépcsos, a fe-
hérjék egyszerre valnak le a toltetrdl, nincs elvalasztas. Lassabb valtoztatas beallitasaval a pH
egymas utan, idében elkiiloniilve éri el az egyes IEP-ket, igy a cstcsok is eltérd idoben jelen-
nek meg. Ezt a mechanizmust kdvetve arra jutunk, hogy minél lassabb a valtozés, minél ,,la-
posabb” a gradiens, anndl jobb az elvalasztas, mert annal nagyobb lesz az iddkiilonbség az
egyes csucsok megjelenése kozott. Eszerint a ,,leglaposabb” gradiens a leghatékonyabb, hatar-
értékben az izokratikus elucio. Ez a gondolatmenet azonban nem veszi figyelembe cstcsok ki-
szélesedését, pontosabban az axialis diffiizio hatasat. Minél hosszabb id6t tolt az anyag az
oszlopban, anndl szélesebb csucsot kapunk (ld. az Analitika targyban). A késén jovo, lemara-
do cstcsok jobban kiszélesednek, mint kis retencids idénél. A gradiens meredekségének meg-
valasztasanal két ellentétes hatas kozott kell megtaldlnunk az optimumot. A meredekség csok-
kentése javitja a szétvalasztast, ugyanakkor fokozza a sdvok kiszélesedését.
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A gradiens profiljat nem feltétleniil sziikséges egyetlen linedris szakaszként definidlni.
Ha sziikséges, dsszeallithatjuk tobb szakaszbol is. Ahol novelni sziikséges a szelektivitast, ott
laposabb szakaszt iktathatunk be, illetve a végén meredekebb valtoztatassal akadalyozhatjuk
meg a csticsok szétkenddését.

Lineéaris gradiens

AN A

Optimalizalt gradiens

Forditott fazisua (reverz phase, RP) kromatografia

A forditott fazisu kromatografia a mintakomponensek hidroféb tulajdonsédgan alapul. Az
RP kromatografias oszlopban a toltet apoldris és a mozgoé fazis polaris jellegii. (Ezt a parosi-
tast nevezziik forditott fazisunak. Régen, a kromatografia hdskoraban a toltet volt polaris jel-
legti, pl. szilikagél, és az eluens egy apolaris oldoszer, pl. benzol, hexan, stb. Ez a direkt fazi-
st kromatografia, késébb a polaritds megcserélésével jott létre a forditott, reverz fazisu kro-
matografia.) A toltet apolaris jellegét alkil lancokkal valé boritassal érik el, a kiilonboz6 tolte-
tek neviiket az alkil lanc hosszarol kaptak (pl. RP-2, RP-8, RP-18 = etil-, oktil-, oktadecil
csoportok). Az ilyen hidrofob tdltet alkalmas megoszlasos, adszorpcios, és hidrofob kdleson-
hatas (HIC) kromatografidra. A megoszlasos kromatografia esetén a hidrofil fazis teljes térfo-
gataban kotddik az anyag, minél hosszabb az alkil lanc, annal nagyobb a rendelkezésre 4116
oldoszertérfogat, ezzel a retencid. Adszorpcios kromatografia esetén csak a feliileten képes
kotni az anyag, az alkil lanc hosszatol fiiggetlen a kotddés.



Megoszlasos kromatografia

Adszorpcios kromatografia

A mozg6 fazis polaritdsanak csokkentése csokkentheti a hidrofob kdlcsonhatasok erds-
ségét/ kialakulasanak lehetdségét is. A fehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezete nagy-
mértékben fligg a hidrofob kolcsonhatasoktol, mint a szerkezetet stabilizalod erdktdl. A fordi-
tott fazisu eluenseket igy a hidrofob kolcsonhatasok gyengitésére alkalmazzak, tehat a poten-
cidlis denaturaloszerek kozé tartoznak. Ezért a fehérjék RP-kromatografidja preciz egyensu-
lyozast kivan a deszorpcid €s a denaturalas kozott, az optimum beallitasanal tigyelni kell arra,
hogy a fehérjék irreverzibilisen ne valtozzanak meg.

Hidrofob kolcsonhatas kromatografia (Hydrophob interaction chromatography,
HIC)

A HIC az adszorpcids RP kromatografia specialis esete. Lényegében a fehérjéket tesz-
sziik hidrofobba a kdvetkezd elv alapjan: A tomény soéoldatok (1-2 moélos KCl) polaritdsa na-
gyobb, mint a hig oldatoké. Ezekben a csak a legpolarosabb fehérjék oldodnak jol, a kevésbé
poléarosak oldhatosadga romlik. Ezt a jelenséget értelmezhetjiik ugy is, hogy a s6 hatasara a fe-
hérjék hidratburka gyengiil, ettdl hajlamossa valnak az apolaris toltet feliiletén megkotédni. A
tasanak csokkentésével a fehérjék a polaritasuknak megfeleld
sorrendben fognak deszorbealddni.

Gélpermeacios/méretkizarasos kromatografia (gél-

Szirés)

(Ld. BIM labor kromatografias gyakorlatat) A gélkroma-
tografianal az elvalasztds a molekuldk kozotti méretkiilonbsé-
gen alapul. Az oszloptoltet gyongyei kiillonbozé atmérdjii po- _
rusokat tartalmaznak. A nagyméretli fehérjék csak a toltet koz- T N




ti hézagtérfogatban tudnak mozogni, mig a kisebb méretli molekuldk minden pdérusba behatol-
nak, igy a toltet belsejében is haladva 6sszességében tobb id6t vesz igénybe az oszlopon valod
athaladas. Igy a nagyobb molekuldk jelennek meg el6szor az oszlop végén.
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A gélkromatografia esetében a retencid mértéke nem-linedris kapcsolatban van a
molekula mérettel. Féllogaritmikus abrazolasban a kapcsolat jellemzden egy S-gorbét ad,
amelynek inflexios szakasza kozel linearisnak tekinthetd, itt lehet a moltomeget kvantitativan
meghatéarozni.
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A kromatografias oszlopok lépték-

novelése

Ha kis Iéptékben sikeresen kialakitot-
tunk egy kromatografids elvalasztast, kérdé-
ses, hogy ugyanazt nagyobb, ipari méretek-
ben hogyan lehet reprodukélni. Azonos allo
¢s mozgo fazis esetén hogyan kell az oszlop
geometriajat megvaltoztatni, hogy ugyan-
olyan elvalasztast kapjunk? A hasonldsagot
mikroméretekben kell fenntartani, azaz egy
toltetszemcse  kornyezetében — sziikséges
ugyanolyan dramléasi viszonyokat biztosita-

4 I 1

ni. Ezt pedig azonos linearis sebesség bedllitdsaval érhetjiik el. Az aramlési sebességet a

térfogataram ¢és az aramlasi keresztmetszet
hanyadosaval fejezhetjiik ki. A nagyobb fel-
dolgozand6 oldatmennyiséggel ardnyosan
kell megndvelni az oszlop keresztmetszetét.
Az oszlop hosszat ugyanakkor a 1épték nem
befolyasolja. Ha egy bizonyos oszlophosz-
szon sikeriilt megfeleld elvalasztast 1étrehoz-
ni, akkor a nagyobb mennyiségeknél is
ugyanakkora hossz sziikséges. Igy alakul ki
az ipari kolonnak jellegzetes ,.kovér” alakja,
a magas, karcsu oszlopok helyett az I/d vi-
szony 1 kortilire, vagy ez ala csokken.

e
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Az ilyen nagy atmérdji kolonnaknal kiilon problernat jelent az egyenletes dramlas biz-
tositasa az egész keresztmetszetben. A toltet tetején a mozgd fazis eloszlatasat, illetve aljan a
kilépd folyadék osszegyiijtését bonyolult csatornahaldzat biztositja.

Folytonos kromatografia

Bér a kromatografia szakaszos muiko-
désti miivelet, tobb kromatografids oszlop
korbe kapcsoldsa soran az elvalasztas kvazi-
folytonossa tehetd. Az egyes oszlopok cikli-
kusan miikodnek, de kozottik faziseltolodas
van. Az oszlopok szdmat, és a faziseltolodast
ugy kell megvalasztani, hogy a ciklus zar6d-
jon, a legutolso lépést végrehajtd, és a legel-
O lépést végzo oszlop kozott is ez az allandd
faziseltolas legyen. Az elvalasztandd anyag
betaplalasa folyamatosan torténik, de korfor-
gasban mindig mas és mas oszlop tetejére
keriil. A tobbi oszlopra egyenletesen az elu-

enst taplaljak be. Az oszlopon aljan allandoan tavozik a mozgd fazis. Allandosult retenci6
esetén a minta beadasahoz képest allando késéssel, azaz allandoé szogelfordulassal 1épnek ki
az egyes elvalasztott frakciok, ezek elvétele is folyamatosan végezhetd.



E megoldas tovabbfejlesztése egy olyan berende- FIXED
z¢s, amelyben a korben talalhaté oszlopokat egy henger- FEED
palast alaku, lassan forgo toltetaggyal helyettesitjiik. A INLET

henger minden alkot6ja megfelel egy-egy oszlopnak, a
koztiik 1év6 valaszfalak hianya nem okoz elvi problémat.
Az anyagfelvitel egy ponton, folyamatosan torténik, alul
tobb fix ponton lehet elvenni az elvalasztott komponen-
seket. Egy korbefordulas alatt a henger minden alkotdja

végigmegy egy teljes cikluson.

A mozgoagyas kromatografia

rELUENT

Az eljaras Iényege egy olyan kromatografids miivelet kifejlesztése, amelyben a szilard-
¢s a folyadékfazis egymassal ellenaramban mozog folyamatosan.
A miiveletet egy kétkomponensi, ,,A" és ,,B" komponenseket tartalmaz6 folyadék-
elegyre vonatkozdan mutatjuk be. Az ,,A" komponens legyen az adszorbensen az erdsebben, a

,B" pedig a gyengébben kotddd komponens.

A valodi mozgoagyas kromatografia sordn az adszorbens folyamatosan mozog feliilrdl
lefelé az eluens pedig vele ellenaramban halad a berendezésben. Az ,,A" + ,,B" elegyet az osz-
lop adott pontjan (F; Feed) folyamatosan adagoljdk be a rendszerbe. Az adszorpcids megosz-
lasi jellemzOk és a szilard-folyadék fazisok aramlési sebességének aranyaban az ,,A" kompo-
nens erdsebben kotddik meg az adszorbensen, és emiatt azzal egyiitt az oszlop alja felé halad,

mig a ,,B", mivel kevésbé jol adszorbealo-
dik, az eluenssel az oszlop teteje felé vando-
rol. Az oszlop két elvételi pontjan, az ext-
raktum és a raffindtum aramokban az ,,A" és
a ,,B" komponens a betaplalastol eltéré kon-
centracioban fog megjelenni, Az extraktum
az ,,A" komponensben lesz gazdag, a raffi-
natum pedig a ,,B"-ben.

A betaplalasi és elvételi pontok négy
részre osztjak az oszlopot, ezek alapjan mu-
tathat6 be a miivelet elmélete. Az oszlop 1.
szegmensében, amely a kolonna aljatél az
extraktum elvételi pontjaig tart, tisztitjuk
meg az adszorbenst a megkotddott kompo-
nensektdl az eluens segitségével. Az oszlop-
rész feladata tehat a szilard fazis teljes rege-
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neralasa, mert ha a regeneralas nem tokéle-
tes, akkor a fels6 ponton visszavezetett ad- ?
szorbens ,,A" és ,,B" tartalma le fogja ron-
tani a miivelet hatékonysagat.

A 1II. szegmens az extraktum kilépési
pontjatdl a betaplalasi pontig tart. Ebben a
részben a lefel¢ halad6 adszorbensrdl az
Osszes ,,B" komponenst deszorbealtatni
kell az adszorbensrél, azon csak ,,A" kom-
ponens maradhat, kiilonben az extraktum-
aram ,,.B" komponenssel lesz szennyezett. A

A III. szegmens, amely a betaplalasi
pont és a raffinatum elvételi pont kotott
helyezkedik el, feladata a betaplalt elegy D S=E-F+R
megtisztitasa az ,,A" komponenstél. Mivel
a raffindtumban csak tiszta ,.B" kompo-
nenst szeretnénk kapni, ezért a szegmensben adszorbealtatni kell a teljes ,,A" mennyiséget.

A IV. szegmensben, amely a raffinatum elvételtdl az oszlop tetejéig tart, mindkét kom-
ponensnek tokéletesen meg kell kotddni az adszorbensen. A recirkuldlandé eluens nem tartal-
mazhat ,,A" és ,,B" komponenseket, mert azok az oszlop aljan megjelenve szintén lerontjak az
elvalasztas hatékonysagat.

Szilard recirkulacio

Folyadék recirkulacio

Adalék: El6szor a muvelet megvalositasanal a szilard fazis mozgatasara fluidizacios miiveletet alkalmaz-
tak, azonban az alkalmazas soran deriilt fény a modszer nagy hibajara, ami a fluidizacio jellegébol kovetkezik. A
fluidizalt szilard fazis a mozgatas soran szamottevé mennyiségben visszakeveredik, és ez nagymértékben rontja
az elvalasztas hatékonysagat.

A probléma megoldasara dolgozta ki 1964-ben Higgins a pulzalé dgyas miveletet, melynek soran a szi-
lard réteget pulzalo, egyenként fluidizalt szakaszokra bontjak, igy akadalyozva meg a visszakeveredést.

A legujabb TMB eljarasok soran magnesesen stabilizalt fluid 4gyat alkalmaznak. Elénye az, hogy a mag-
neses térben a megfelelden eldkezelt adszorbens visszakeveredése minimalis lesz, és kicsi a mtvelet soran fellé-
pé nyomadsveszteség, azonban hatranya a modszernek, hogy specialis magneses tulajdonsagli adszorbenst igé-
nyel. Az ilyen adszorbensek gyartasa a mai korlatja a miivelet elterjedésének.

A TMB technikdban az I-IV. szegmensek egyetlen oszlopon beliil helyezkednek el,
ezért a toltet visszakeveredése a rendszer egyik legnagyobb problémaja. Ennek a problémanak
a kikiiszobdlése olyan rendszer megvaldsitdsaval érhetd el a legegyszeriibben, ahol a fenti
szegmenseket térben elvalasztjuk egymastol és az elvalasztott részek megfeleld kapcsolasaval
valosul meg a miivelet. Az ilyen berendezéseket nevezziik szimulalt mozgdagyas folyadék-
kromatografias miiveleteknek (SMB).

A szimulalt mozgoagyas (SMB) kromatografias mitveletek

Az SMB technika megvaldsitasa soran két alapvetd eljaras terjedt el:
1. Az oszlopok mozgatasa tigy valdsul meg, hogy az oszlopok tetején talalhatd 0sszekotési
pontokat fizikailag mozgatjak az oszlopok kozott. Ennek a médszernek hatranya, hogy a mii-
kodésiik soran nyomas alatt levd oszlopokat fizikailag meg kell bontani és Gjrazarni, ami mii-
veleti és gépészeti problémat jelent.
2. Az oszlopok mozgatasa fizikailag nem torténik meg, a kapcsoldsi sorrendet precizios,
nagynyomasu, tobballasu szelepek segitségével valositjadk meg. A gyakorlatban inkabb ez a
technolégia terjedt el.
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A berendezésben az adszorbens mozgatasa
az oszlopkaszkad betaplalasi és elvételi he- l
lyeinek bizonyos id6kdzonkénti megvaltoz-

tatasaval jon létre. Az oszlopok valtasi idejét
nevezzilk Iéptetési idonek, taktus idonek

Eluens betap Szétvalasztandok

vagy kapcsoldsi idonek. —

A tobballasu szelepek megfelelé mii- Eluens betap Szétvalasztandok
kodtetése és a ciklusok kozti valtas konnyen
automatizalhat6, igy az ipari gyakorlat
konnyen adaptalhatja az eljarast.

Az egyes szegmenseket nyugvoagyas —
adszorbenssel toltott oszlopok sorozata adja.

Eluens betap Szétvalasztandok
|  E—

A legegyszerlibb SMB berendezés Desorbent Feed
négy, egyenld hosszusagu oszlop sorbakoté-
sével valosithatd meg. Az oszlopokon allan- | |
do alakt, de vandorld koncentracid profil
alakul ki, amelynek megfeleld pontjair6l a
(kozel) tiszta komponensek elvezethetdk. ’ !

Exén Bed Fosition Raﬂim
Eluens betap lSzétvélasztandék

2[s] | [w

Gyors komponens
elvétele

Cone.

A gyakorlatban a négy szakaszt kor- | Extract S

2 C—
ben kapcsoljak dssze, igy mindkét fazis cik- WK H H % “
likus mozgatasa egyszerlien kivitelezhetd. A \

|

négy szakaszt nem sziikséges négy megsza-

kitasi ponttal (négy oszloppal) megoldani, T / \\. T

sokszor eldnyds ennek tobbszordseit beépi- liquid \

teni.
Féliizemi elvalasztasokhoz 12-20 osz- - A\ /M

lopot, 30-100 cm oszlophosszt és 1-5 cm 7

ri berendezésekben D = 1-2 m, L=1-3 m —
oszlopokat is tartalmaznak, az oszlopok sza- Eluent (A)

ma a szétvalasztési feladattol fiiggden 4-20.
Adalék: A szimulalt mozgodagyas kromatografiat az 1960-as évek elején szabadalmaztattak. Elsoként
Broughton alkalmazta a petrolkémiai iparban para-xilol C8-as szénhidrogén elegybdl torténd elvalasztasara. Az

oszlopatmérot ajanlanak. A nagyméretii, ipa- \ H H
Ra
-
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olajiparban még ma is eredményesen hasznaljadk a modszert millié tonna/éves volumenl gyartasra, melynek
soran foként zeolitokat alkalmaznak allofazisként.

Néhany évvel késobb a berendezést sikeresen alkalmaztdk monoszacharidok szeparacio-
jara is. A cukoriparban ma is sikeresen hasznéljak az SMB-t tobbféle mono- és oligoszacharid
eléallitasara. Ehhez kapcsolodik a kovetkezd esettanulmany.

Gliikoz és fruktoz elvalasztasa SMB-vel

Az izocukor gyartés gliikdz izomerizacios 1épésénél a kilépd gliikoz/fruktdz elegy sza-
zalékos Osszetétele jellemzden 53:42, a tobbi melléktermék. A 1€ tovabbi feldolgozasa soran
adszorpcids lépésekkel megtisztitjak, majd egy specidlis kromatografias miivelettel részlege-
sen elvalasztjak a gliikozt és a fruktdzt.

Az elvalasztasra kalcium ionokkal telitett erds kationcseréld gyantat, pl.: DOWEX
MONOSPHERE 99-et hasznalnak. Az elvalasztds mechanizmusa dsszetett. Egyrészt az oldott
allapotban levd cukrok -OH csoportjai kdlcsonhatasba Iépnek a gyantan levd kalcium ionok-
kal (kelatképzés). A fruktdz és gliikkoz elvalasztasa azon alapul, hogy, hogy a fruktoz/kalcium
ion komplexben erdsebb kdlcsonhatas jon létre, mint a gliilkdz/kalcium ion komplexben. Az
elvalasztds mechanizmusat ligandcserés kromatografidnak is nevezik. Masrészt méretkizara-
sos kromatografia is megvalosul, mivel a nagyobb molekuldk, mint a tri-, tetra- és nagyobb
méretli oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a gyantaban talalhat6 polisztirol lancok k-
zotti legkisebb nyilasokba. Fruktdz tisztitas esetén a méretkizardsos kromatografia a ligand-
cserés kromatografidval egyiitt, parhuzamosan jatszodik le. A szirupban levd oligoszachari-
dok a gyanta gyongyokon kiviil maradnak, igy elséként érnek az oszlop aljara.

Az elvalasztashoz igen nagy oszlophosszra van sziikség (~10 m), ezért nem egy kolon-
naval, hanem t6bb, révidebb oszlop dsszekapcsolasaval, az 0.n. szimuldlt mozgo agyas (simu-
lated moving bed = SMB) technikaval hajtjak végre. A kapott frakciok igy sem tisztak, mind-
kett6 tartalmaz mintegy 10%-ot a mésik cukorbol is. A gliikkdz dramot visszavezetik az izome-
rizaciora, a fruktoz dramot pedig tobbféleképpen is fel lehet haszndlni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktdzt, tetszéleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-0s forméaban értékesiteni, de a legna-
gyobb részét az izomerizaciobol kapott 43%-os elegyhez keverik ugy, hogy a fruktéz arany
55%-ra ndvekedjen. Ez az Osszetétel felel meg legjobban a szachardz tulajdonsdgainak, ezt
hasznalja {61 az 6ridsi mennyiségben az ¢lelmiszeripar izocukor/izoszorp néven. Ezt az ele-
gyet nem kristalyositjadk ki, hanem 70% szarazanyag tartalomig bepéarolva oldatban forgal-
mazzak.

42% fruktoz 00% fruktoz
53% gliikoz . . 10% gliikoz _ )
> Elvalasztas T Keverés
5% fruktoz 90% fruktézkeént 55% fruktéz
90% gliikoz értékestve 45% gliikéz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterméket
recirkulaltatjuk)
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