Pécs Miklos: Fermentéacios feldolgozadiveletek 4.4. Csapadékképzé
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Csapadékképzeés

Tultelitett oldatbdl amorf (rendezetlen szerkezet(l) szilard fa-
zis levalasztasa.

Ha rendezett a szerkezet = kristalyositas, lasd késébb.

Az amorf anyag sok szennyezést visz magéaval.

1. Tultelités

2. A kicsapast mindig szi-
lard-folyadék elvélasztas
koveti (szlirés/centrifuga-
las)

3. Visszaoldéas: a kicsapéas
legyen reverzibilis, és a
visszaoldott termék tartsa

i lAaiai nitAcA Crystallizing agent concentration ——»
meg a bioldgiai aktivitasat. Saie:foct of i stongth

Supersaturation

_ Saturation Curve
-

Protein concentration —»
Logarithm of solubility
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Csapadékképzeés

A tultelités létrehozasa:
— Kis6zas (ionerésség novelése)
— Oldoszeres kicsapés (polaritas csokkentése)
— HSmérséklet-valtoztatas. Lehet:
» emeléssel: fehérjék kicsapasa/denaturalasa
* (beparlas +) hiitéssel: mint a kristalyositasnal

Mindegyiknél: pH allitas — az izoelektromos pontra
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A pH hatasa

A fehérjék toltése fligg a pH-tol:
Ha a molekulaknak toltése van [ snams wiee
— taszitjak egymast

Ha az ered6 toltés megszinik
— kdnnyen dsszetapaszthatok

Izoeleltromos pont

pH

o

Oldhatésag
-]

ia és Elelmi domény Tanszék

Oldoszeres kicsapas

Vizes oldathoz elegyed6 szerves oldészert (alkohol,
aceton) adunk, ezzel az old6szer polaritdsa csokken. A
poléaris fehérjék oldhatésadga cstkken — kicsapodnak.
Fokozatos adagolas esetén polaritasi sorban valnak le
(vérfehérjék Cohn féle frakcionalasa —).

Forditva: kicsapas/kristalyositas old6szerbdl vizzel.
Apoléris anyagok (szteroidok, egyes antibiotikumok) ol-
doszeres oldatahoz vizet adunk, ezzel csapjuk ki a ha-
téanyagot.
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Oldoszeres kicsapas

Iranyelvek:
» Célszer alacsony hémérsékleten végezni, mert:
Csokken az oldhatésag, jobb a kihozatal
Csokken a denatural6das
Lehet 0 °C alatt is végezni, mert az oldészer-viz ele-
gyek fagyaspontja alacsony.
» Célszerl az ioner6sséget alacsonyan (0,05-0,20) tartani
(pufferolas kell, de a sé ndveli a polaritast)
» Hasonl6 fehérjék kozil a nagyobb méltdmegi csapodik ki
el6szor: pl. vérplazma fehérjékre:
aceton tf% = 1,8 — 0,12 * In(moltémeg)
» Nem idealis oldatok, a fehérjék csokkentik egymas oldha-
tésagat
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Vérplazma frakcionalasa etanollal

Cohn féle hideg etano-  #=8] oo 0.
los eljaras (1946) a pH
és az alkoholtartalom

valtoztatasaval 1épésrol %01
|épésre csapja ki az e
egyes frakcidkat N
I\S—_I =
10
\
5 6 7
oH
7
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Vérplazma frakcionalasa etanollal

Etanol

Frakcid % pH Fehérjék
Fibrinogén, Faktor VIII, Fibronectin, Komplement
| 8 72
komponensek
1I-11 25 6.9 19G, IgA, IgM, Faktor II, VII, IX, X, gl obulinok
V-1 18 52 a- és B-globulinok, AT-Ill, al-antitrypsin, IgM

V-4 20 58 a- és B-globulinok, transferrin, ceruloplasmin,

haptoglobin
\% 40 4.8 Albumin ( a- és B-globulinok)
8
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Kisozas

A kis6zas mechanizmusara tobbféle modell is létezik:

1. Az oldészer polaritdsanak novelése (ellentétes az oldo-
szeres kicsapassal, az apoléris fehérjéket csapja ki).

2. A hidratburok elvonéasa
3. A fehérjék ionpéarokat képeznek a so6 ionjaival, erre for-
malisan felirhat6 egy oldhat6séagi szorzat:
K = [fehérje][NH,]"[SO,]™

A s6 koncentraci6janak névelésével az oldott fehérje kon-
centracidjanak csokkennie kell — kicsapadik
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Kis6zas
Iranyelvek
Az ionok hatékonysaga: Hofmeister sorozat:

maost stabilizing most destabilizing
strongly hydrated anions weakly hydrated anions

weakly hydrated cations
Vizsgaljuk meg az oldat és a csapadék siirliségkulonbségét
Minél kevésbé higitsunk a s6 hozzaadasanal (meleg, telitett
oldat, esetleg szilard so6).

Ipari méretben szamit a s6 ara — legyen olcs6

Legtdbbszdr az ammonium-szulfat a legjobb.

strongly hydrated cations
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4.4, Csapadékkeépzeé

A soékoncentracio hatasa T8

Altalanos modell:
In (fehérje oldhatoséag) = K; — K,*sékoncentracié

besoézas kisozas

Fehérje oldhatésaga

Sokoncentracio

Specifikus kicsapészerek nukleinsavakra: sztreptomicin-
szulfat, mangan-klorid, protamin-szulfat, poli-etilénimin
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Kicsapas hével

= szelektiv denaturdlas — nem a terméket csapjuk ki, ha-
nem a szennyezést inaktivaljuk.

Példa: kétféle éleszté dehidrogenaz
Hédenaturalédasuk:  dP/dt = -kP k =k, exp(-E/RT)

20°C-on 50°C-on

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

kg = 4,2*10% sec*exp(415kJ/RT)| =4*101° | 3,0*103
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Kicsapas hével

10 perces hékezelés utan a maradék aktivitas (C/Cy):

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

A B enzim eliminalhaté az A mellél.
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A csapadéekképzés mechanizmusa

Szakaszai:

Atkeverés
Gocképzés
Gocnovekedés (diffazio altal limitalt)
Gocnovekedés (aramlas altal limitalt)
Aggregacio

6. Elvélasztas
A csapadékképzés reprodukcidja, léptékndvelése nehéz,
mert lokalisan, a molekulak, részecskék felliletén kell azo-
nos feltételeket biztositani: koncentraciok (tdltelités),
anyagtranszportok

aprpwN R
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Atkeverés

A kicsapas kivaltasa mindig valamilyen folyadék hozzaada-
séaval térténik. Ennek elkeveredése sohasem pillanatszerd.
Az atkeveredési idé szamithato:

2 ahol:
t =—— | - aturbulens 6rvények atlagos mérete
4D D - diffuziés alland6
Az drvény mérete:
vl e p — slriiség Vv - viszkozitas
= P/V P —teljesitmény V - térfogat
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Gocképzdbdes - gocnbvekedés

A csapadékképzédésnél a gocképzédés gyors és spontan
(ellentétben a kristalyositassal).

Diffazids gocndvekedés: A goc elég

kicsi ahhoz, hogy Brown mozgéast
végezzen - tiszta diffuzio b rem—
—Fick Il. térvény -
dc £\2 [
= Kle-c)
dt
16
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Gocnovekedeés ==

Aramléasi gécnévekedés:

A g6c tdl nagy ahhoz, hogy a h6mozgas megmozditsa =
a turbulens aramlas potolja a fellleten a molekulakat.

% = k (C| - C* )2
dt
Ez is masodrendd, de a k értelme mas:

k = 2/3=a*N+d2*[(P/V)/(p*V)]2

a — tapadasi faktor

[(PIV)/(p*v)]¥2 - sebesség-gradiens a folyadékban
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Aggregacio

A ndvekvd gocok Osszetapadasa elényds = kdnnyebben
Ulepednek.

A koagulacio — flokkulacié szavakat tobbféle értelemben
haszndljak, ezért itt destabilizaciérél és aggregéaciordl lesz
sz0.

Destabilizacié: a stabil kolloid megbontasa, az egymast ta-
szit6 részecskeék toltésének lecsokkentése.

Aggregécio: a részecskék dsszetapadasa

Mindezt kilénb6zé anyagok hozzdadasaval lehet kivaltani.
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Fellleti toltések

A kolloid részecskék fellletén
téltések vannak - erre az ellen-
tétes toltési ionokbdl kettésréteg

rakadik le.

—_— !
A SZEMCSE! [“STERN-STK
FELULETE! |1 )
.ﬁ-: NYIRASI SiK
.

Afelilet - Nernst potencidl —,rrsrmu
Stern sik - Stern potencial POTENCIAL I ReTEG

Nyirasi sik = { potencidl
Diffaz réteg hatara

NERNST
STERN
L paT

o
TAVOLSAG

Aggregacio séadagolassal

A toltétt rétegek taszitod
erét, a van der Waals kol-
csonhatasok vonzast ge-
neralnak. Az eredd egy
potencialgat, amin at kell
Iépni az ©sszekapcsolo-
déshoz.

Erés elektrolitok (asvanyi

\

\ TASZITASI POTENCIAL

e
H T tavolsag

s6k) 0sszenyomjak a fell- e
leti rétegeket - merede- e
kebb a taszitasi gérbe - /\“\M“‘"”\‘ H
kisebb lesz a potencialgat |/
20
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Sweep floc coagulation

= parhuzamos csapadékképzés. Kémiai reakciéval nagy
fellletd, hidroxid tipusu csapadékot valasztunk le, amely-
nek pelyhei eltavolitjak a kolloid szemcséket.

Leggyakrabban Al(OH);, Mg(OH),, Fe(OH); csapadék,
fémsé adagolasa + pH allitas.
Az idegen anyag szennyezi a csapadékot - deritésre jo

21
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Aggregacio ionparképzéssel

Afellleti toltéseket learnyékolhatjuk megfeleld ellenionok-
kal, vagy ellentétes toltési polielektrolitokkal.

Negativ .
téltés Kationos

tossacaks /]/polielektrolit
8

22
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Hidképzé molekulak

Hosszu lancu, tapadasra képes molekuldk egyszerre tdbb
részecske feluletén is kotédhetnek, ezzel ,6sszehorgo-
nyozzak” a szemcséket.

any Tanszék

A keverés intenzitasa

A csapadékképzés kilonbdz6 szakaszaiban eltéré keverési
intenzitas szikséges.

1. Atkeverés intenziv keverés
2. Gocképzés nincs hatasa

3. Diffaziés gécndvekedés nincs hatasa

4. Aramlasi gocndvekedés mérsékelt keverés
5. Aggregécio csak kavaras

Az egyes szakaszok nem kuldniinek el élesen, parhuzamo-
san is zajlanak, ezért a szokasos keverési profil: fokozato-
san lassul6 keverés, kezdetben intenziv, a végén csak Ule-

pedésgatlé.

24
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