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51 Affintechnikak

A komplex, biol6giai eredételegyekisl valo tisztitdst hagyomanyosan a kulonb&@mnyagok
eltérs altalanos fizikai-kémiai tulajdonsagain (méret,|tds, oldhatdsag) alapulé elvalasztasi
miiveletekkel valositjdk meg. A hosszadalmas tisztdasnban megnodveli a veszteségeket és a
koltségeket. Szamos génmanipuléciovalabitott fehérje esetében a tisztitas koltségerilelaz
onkoltség 90 szazalékat is. igy érthehogy altalanos a térekvés a hig oldatbard lévzékeny
termékek kinyerésére alkalmas Uj, hatékony tisdtiégfarasok kidolgozaséara. Az utobbi évtizedben
szamos eredmeényt értek el olyan tisztitasi modkkelkeamelyek a molekulék biologiailag aktiv
centrumai és a komplementer ligandumok kozotti d@hhatason alapulnak. A biokémiaban szamos
olyan vegyuletcsoport létezik, amelyekikidésének |ényege valamely partnermolekula spesifik
felismerése és megkotése (1. tablazat).

Specifikus kotbdédi reakcidpartnerek
Szubsztratok, analégok enzimek
koenzim, kofaktor, inhibitor
Antigén antitest
DNS komplementer DN
Effektor receptor
Hormon, gydgyszer, stb. karrier fehérje

1. tAblazat Affin-kolcsdnhatasra képes reakcidymagk

Ezt a szelektiv kotést Ugy lehet elvalasztasivetetként kihasznalni, ha a partnerek egyikét
valamilyen hordozon (szilard tolteten, vagy oldhatékromolekuldn) megkdtik, és ezt érintkeztetik a
sokféle fehérjét tartalmazd feldolgozandd oldatfalmegkdtend aktiv molekula (ligandum) és a
hordozd dsszekapcsolasara sokféle konnyen kivitelékémiai reakciot dolgoztak ki (1. abra).
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5.1. 1. 4bra Kulonbdrzligandumok kotése epoxi-hordozéhoz

Az affinkdlcsonhatason alapulé elvalasztésiiveletek mindegyike azonos Iépéssorral
miikddik, figgetlenul attol, hogy milyen tipust hordbpz kapcsolddnak a ligandumok.

A ligandumokat tartalmaz6 anyagra felviszik a fedét tartalmazé feldolgozando levet. A
sokféle fehérje kozul a ligandumokon csak az azkegydik meg, amelyik szelektiv kdlcsénhatéasra



képes. Az tdbbi, szennyezésnek tekintett fehérgatbhn marad és kimoshaté a rendsiderB
kovetked lépésben egy mas Osszetétadlualé oldattal megbontjuk az affinkomplexet, azaz
levalasztjuk a kotott feheérjét a ligandumokrol. iszta fehérje oldatot kivezetjik a rendsZéria
ligandumok pedig ujra felhasznalhatdk (2. bra).

Deszorpcio

5.1. 2. 4bra Az affin-elvalasztasok jellénépései

5.1.1. Affinkromatografia

Az elv klasszikus - és hosszlbidkeresztil egyeduli - alkalmazésa az affinkromitfig volt.
1968 ota, amikor az affinkromatogréfia kifejezégisedr hasznaltak, sok szaz kulénbdigandumot
azonositottak és alkalmaztak kromatografias célokég ma is az affinkélcsonhatason alapuld
eljarasok nagyobb része oszlop-kromatogréafiakéitaaiik, ahol a ligandumok a szilard hordozé
feluletéhez kapcsolodnak kovalens kotéssel. llysymhatografids rendszerek mind laboratoriumi,
mind ipari méretekben ithddnek, bar a Iéptékndvelés nehézségekbe Utkozik.

Egy szakirodalmi attekintés szerint az affinkrongaédia a masodik legelterjedtebb kromatog-
rafias technika az ioncsere utan. Gyakran mindidgtszer szerepel a kbzleményekben, igy a gyakori-
sag elérheti a 60 %-ot is. A széledkatkalmazas annak ellenére alakult ki, hogy azedlagyakorla-
ti megvalésitdsanal tobb korlatozo feltételt isyégmbe kellett venni. Az affinkromatogréafia a gya-
korlatban koltséges ésdigiényes, a teljesitménye (feldolgozott oldat téatétgltet térfogat) més elv
kromatografiakkal dsszevetve korlatozott; a tOdgttartama rovidebb, az oszlop érzékenysége a
szennyeékre és az eltodésre nagyobb, mint az egyéb eljarasoké. Mindegglittesen meghataroz-
zak a niivelet helyét a feldolgozasi technoldgian belll. &finkromatografia tipikusan a down-
stream folyamat véds nagy felbontasu tisztitasi szakaszéba illik, redkalmazhat6 pl. nyers fer-
mentlélsl valo kinyerésre. igy érthét hogy nem kapott nagy szerepet a fermentaciosbigiartermé-
keinek feldolgozasaban, alkalmazasai inkdbb a kisebnnyiség, de nagy értéktermékek (uroki-
néz, interferon, antitrombin Ill) kinyerését célaizt A sok leirt alkalmazas tehat @&srban laboraté-
riumi léptékre vonatkozik, illetve olyan termékekeemelyek kis mennyiségben is komoly termelési



értéket képviselnek. Az affinkromatografia felsorkbrlatainak lebontasara tébb irdnyban is folyik
kutatas és fejlesztés.

Az &r és élettartam vonatkozasabafreiEpést jelent a szintetikus ligandumok alkalmazés
kényes és nehezen hozzafésheinlogiai ereddt anyagok (fehérjék, antitestek, inhibitorok) helyet
szintetikus Uton éhllitott szerkezet-analdgok beépitése ligandumkérsdbba teszi a toltetet és no-
veli az élettartamat. A klasszikus szintetikus sztithitanalégok (pl.: p-fenil-azofenol — tripszin, p
amino-szalicilsav — laktat-dehidrogenaz, meta-adieozamidin — tripszin) mellett egyre szélesebb
korben alkalmazzak a triazin vazat tartalmazé éaktiv szinezékeket (Cibacron sorozat, Procion
sorozat). Ezek a textiliparban hasznalatos szimdzakkleotid analdgok, ezaltal az enzimek ATP és
NAD kotshelyeivel képesek kdlcsénhatasba lépni. Sokfélavanel kapcsolodhatnak, igy alkalmaza-
si tertletik széles (oxido-reduktazok, kinazoknseerazok) bar szelektivitasuk éppen emiatt nem
tokéletes.

Az affinkromatografia lassisagat és gyengébb haiddagat tobb tényézegyenkénti vagy
egylttes hatdsa okozhatja. Felléphet sztérikus éaohgs, termodinamikai, kinetikai korlat és
diffaziés gatlas. A két ets tényesdt a ligandum megfelél kialakitasa befolyasolja. A térbeli
hozzaférhdiség javul, ha a ligandum egy optimalis hosszus&guvkgén, a hordozo fellledét
megfeleb tavolsagra helyezkedik el (3. abra).
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5.1.1. 1. abra Tavtarté molekulaszakasz kialaita

A termodinamikai viszonyok a fehérje-ligandum komplkeletkezésének sebességében, az
egyensulyi alland6 értékében jelennek meg. A spoiélogiai folyamat altalaban gyors, és jo
hatasfoku, igy ennek reprodukalaséara cétstimekedni. Minél inkabb hasonlit a ligandum szedte
a nativ anyagéhoz, annal jobb lesz a komplexkéfgbés a kovalens kodtés a hordozéhoz
mindenképpen valamilyen mértékaltozast jelent).

A diffuzi6 sebesség-meghatarozé voltat a toltetopibasanak megfelélkialakitasaval lehet
megszuntetni. A fehérje molekulak viszonylag nagdrete miatt a toltet porusméretének is destl
nagynak és egyenletesnek kell lennie. Ez egyuttgjakadalyozza azt is, hogy az affinkromatografia
mellett kizardsos kromatografias hatasok is fedgpk. A toltet anyagaval szemben jelentkezik egy
ellentétes igény is, a mechanikai szilardsag kérd&géptekndvelés (nagy oszlopok épitése) illetve
nagy nyomasesés (nagy felbontasu technikak) memiard tolteteket igényelnek. A két ellentétes
igény kodzotti kompromisszumként sokféle, kilonboéglra alkalmazhaté hordozét fejlesztettek ki.

Mas fejlesztési elképzelések gybkeresen szakitott@lgaval a kromatografiaval, mint
technikaval. Ezek vagy mastneletekben alkalmazzak a szemcsés hordozén kigatidumokat,
vagy elhagyjak a szilard hordozét is, és vizoldhatékromolekulakhoz koététt ligandumokat
hasznélnak. Az els megoldasnal a batch alkalmazdsok kétségtelényel a szinte korlatlan
léptékndvelhdiség. Hasznélatat az teszi lehet, hogy az affinkromatografias elvalasztasoknal
legtobbszor nem értelmezBietaz elméleti tanyérszam fogalma, ez divelet sokkal inkdbb
adszorpcid, mint kromatogréafia. Altalaban csak kgyponens kdidik, a tobbit a puffer kimossa. Az
eltcié leggyakrabban mas oOsszetételdattal torténik, igy a klasszikus elvalasztasilemzk
(thnyérszam, felbontas, retencid) nem értelmégrhet



A masik lehetség az oldatban szabadon megvaldsitott affinkorfpdezés, ami a sztérikus és
diffaziés korlatok megszintetését jelenti. Jalsagét még fokozza az egyseééptékndvelés.

A térgyalt miveletek tehat megtartjak az affinkblcsénhatas nsgeifitasat, ugyanakkor az
elvalasztas gyors, léptékndveltiéts konnyen iranyithatd. Nagyayik tovabba, hogy a feldolgozasi
sorban a védgstisztitds helyett mar az élselvalasztasi szakaszban is alkalmazhatok. Adralkgsi
példak kozott eldsorban a fermentdciés termékeket és a nagyobb kbgté végrehajtott
elvalasztasokat targyaljuk.

A hagyomanyos affinkromatogréafiaban a termék szilfordozéhoz kovalens kotéssel rogzitett
ligandumhoz kapcsolddik (4. abra).
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5.1.1. 2. abra Affinkromatografia-1

Az oldatban jelenlévegyéb szennyéZehérjék kdbdés nélkil athaladnak a kolonnan (5. abra).

5.1.1. 3. abra Affinkromatografia-2



Ezutan kovetkezik az ellcio, az eluens olyan koéiyeket teremt (pH, ioné&sség,
hémérséklet) ahol az affinkomplex disszocial, ésrmék kilép az oszloprdl (6. abra).
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5.1.1. 4. &bra Affinkromatografia-3

Az affinkromatogréfia rikbdését az alloképeken tal grafikus animéaciovakisutatjuk.

5.1.1. 1. animaciéz affinkromatografia wkodése

A mivelet fazisait attekintve megallapithatjuk, hogyaffimkromatogréfia elnevezés téves, ez a
miivelet val6jaban oszlopban végrehajtott adszorpdianyzik a komponensek vandorlasa a téltet
fellletén. Nem értelmezhet retencids idl vagy térfogat, a kotétt anyag akkor tavozik aeti,
amikor az eluenssel lemossuk réla. Aivelet célja nem tdbb hasonlé komponens szétvakeszta
hanem egyetlen komponens elkulonitése az 6sszbidldibeleértve vizet is. A kromatografianal az
oszlop kapacitasanak csak néhany szézalékat hpgend] az adszorpcional — igy az affin-
kromatografianal is - a telitésre torekszink. Mirelealapjan a helyes megnevezés affin-adszorpcio
lenne, de a kromatografia kifejezés annyira mély@égeilt mind a magyar, mind a nemzetkdzi
szaknyelvben, hogy megvaltoztatasara nincs esély.

Az affinkromatografia gyakorlati, laboratériumi megdsitasat a festékkromatografia példajan
videofelvételen is bemutatjuk (5.1.1. 1. video). f@stékkromatografiardl részletesen 82.5.
fejezetberesik sz6.

5.1.1. 1. vided\ffinkromatografia a gyakorlatban

A mivelet terméke altalaban tiszta, az egy |épésbahetbétisztitasi tények értéke nagy. A
hatékony tisztitds és a jO visszanyerési hatasfokwayalljak, hogy ez a technika idealis a fermlenta
fehérjék kinyerésére, de atimelet alkalmazasanal és léptéknbvelésénél ézéekben felsorolt
korlatozo tényedket figyelembe kell venni. A korlatot hosszioid keresztil nem is a folyamat



lasslsaga jelentette, hanem az, hogy a nagy oszldba toltet szemcséi deformalddtak és ezaltal
lerontottak az aramlasi viszonyokat.

A toltetnek szamos, sokszor ellentmondo feltétekedkmegfelelnie:

- oldhatatlansag

- merevség

- permeabilitas

- makroszképos jelleg

- hidrofil jelleg

- kémiai reakciéba vihétcsoportok a ligandumok kdtéséhez

- minimalis mérték nem-specifikus adszorpcio

- ellendllé képesség a mikrobioldgiai €és enzimesn&dssal szemben

- egyszei eldallitas vagy beszerezlistg

Az affinkromatogréafia (helyesebben affin-adszorpcértékelését témoren osszefoglalva a
kovetkedket allapithatjuk meg:

El6nyok:

- nagy szelektivitds, azaz hatékony tisztitas

- nagy affinitas, azaz nagyon hig oldatokbdl is jiokiatallal lehet fehérjét kinyerni

Hatranyok:

- lassuséag - a nagyméitdehérje molekuldk lassan diffundalnak

- rovid élettartam — a ligandumként hasznalt biomalié&k hamar elbomlanak, vagy levalnak

- hozzaférhdiség — minden elvalasztasi feladathoz mas toltetdt kifejleszteni és
elédllitani, ezeket altalaban nem lehet készen megvenn

- probléméas a toltet anyaga — egyszerre kellene mékusosnak és szilardnak lennie

Bar a ntikddési elv némileg eltér mégis ebben a fejezetben kell megemliteni aoBastcég
altal kifejlesztett, ligandummal boritott membraatkA viszonylag olcsé reaktiv szinezékeket inert,
szintetikus polimer membranokhoz (pérusméret: QM) kotottek (7. abra). Az igy létrehozott
szir6ben az athaladd oldatbdl meghkdik a NAD vagy az ATP-két fehérje, ami egy masodik,
elaciés lépésben leoldhaté. A membranok kapacit@egle@en nagy, tejsav-dehidrogenazzal
kalibralva 0,1-0,5 mg/chstabilitasuk is j6, autoklavban sterilezitet



5.1.1. 5. abra Festékligandumokkal boritotfrgmembran

Nemcsak s#rékorongok formajaban gyartjak, hanem (Uzemi I|éptékben Ez utlbbi
felhasznalashoz egy félfolytonos berendezést ijlédztettek, amelyben az egyik dobrdl a méasikra
attekered membranszalag egyisdkamran halad &t, ahol a folyamatosan bevezeteérjteloldattal
érintkezik. A membranon adszorbealt termék egy #@# Iépésben egy mas dsszetételdattal
akar ugyanabban a kamraban is eluélhato.

5.1.2. Affin-ultrasirés

Az affinkblcsdnhatas €s a membranos elvalasztasbik@ddsabol jott 1étre az affin-
ultras#irésnek, vagy affin-keresztaramdiszsnek nevezettimelet (8. abra).
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5.1.2. 1. 4bra Az affin ultragzs elve



Az eljdras alapja egy olyan ultréisé¢ membran, amely a tisztitanddé elegy minden
komponensére atereé§zbeleértve a céltermeéket is. Az elvalasztast (@gsitjdk meg, hogy a kivant
terméket nagy molsulyu, de oldhat6é polimeren kdtgendumokkal (makroligand) kapcsoljak dssze.
A szennyeé anyagok atjutnak a membranon, mig a makroligandpkex mar nem. Az igy tisztitott
makroligand-termék komplex a masodik Iépésben nhelgfeeluald” oldattal disszocialtathatd, és
ugyanazon a membranorisze a fehérje és a makroligand elvalaszthato.

Az affinkdtés létrehozasa egysizeA nyers levet meg kell tisztitani a lelbegeszecskéekt
(centrifugalassal vagy szssel), mert ezek zavarjak a membrérsst. Ehhez az oldathoz ugyancsak
oldatban hozzadadva a makroligandot a komplex ridlichlatt [étrejon. Ehhez nem is sziikséges kilén
reaktor, a s&6 terében is végbemehet a folyamat, ha medfekela keverési viszonyok. A
membranos elvalasztas utan a komplex megbontasanaffinkromatografidban bevalt médszerek
alkalmazhatok (pH-, ionésség-, koncentraciévaltozas), csak a harmadik @arta membran
érzékenységeét is figyelembe kell venni. A makrolidjg@s a termék szétvalasztasa utan a polimer Gjra
felhasznalhatd, de a recirkulacid@ttlaz oldat paramétereit vissza kell allitani agzadpcié szamara
kedved értékre. Ezt is végre lehet hajtani egy kulénagiirési Iépésben

5.1.2.1. Alkalmazasok

Sikerrel alkalmaztak az affin-ultragzst konkanavalin-A kinyerésére ndévényi magvak
(Concavalia ensiformj)s nyers extraktumabdl. ,Makroligandumként'ouel elolt éleszisejteket
(Saccharomyces cerevisjaechasznaltak. Az éleskt sejtfaldnak szénhidrat lancain ugyanis a
konkanavalin affinkdlcsdnhatassal &dik meg. Mosas utan D-glukéz oldattal (0,8 M) eladfo
tisztitast és kb. 70 %-o0s végkitermelést lehet elérni. A komplexképzést a kavakalin A (Ms =
102 kD) és az eldlt sejtek (atlagos atnérum) kozoétt egy kevékamradban valdsitottak meg, a
puffercserét és a disszociaciét a membranegysé@iyas: 300-1000 kD) végezték. A szabad
fehérjék kénnyen atléptek a membranon, mig a sejeittt anyagok visszamaradtak.

A mikrobiolégiai termékek kozil a pékéleszt(Saccharomyces cerevisjaealkohol-
dehidrogenaz enzimének (ADH) preparaldsat irtalkigandumként Cibacron blue-t, egy nukleotid
analdg szerkezit reaktiv szinezéket immobilizaltak kemédyiszemcsék fellletére. A feltart
éleszbsejt tbmegbl centrifugalassal eltavolitottak a szilard réskékst, majd hozzaadtak a
makroligandumot. Az elvalasztast 500 kD vagasudohoffiber s#irével oldottdk meg, az ellciot
koncentralt séoldattal (0,55 M pufferrel) hajtottédgre.

Hasonlé elvet alkalmaztak d&scherichia colibéta-galaktozidaz enzimének tisztitasanal is. A
rendszer a folyamatos ikodés érdekében két iséelemet tartalmazott (adszorpcié-deszorpcio).
Makroligandként az affinkromatografias toltetkénbrgalmazott p-amino-benzil-1-tio-beta-D-
galaktopiranoziddal szubsztitudlt agarézt haszkalh szemcseméret leliae tette, hogy az
ultras#irés helyett mikrosgéssel (2Qum pdorusméret) valasszak el a komplexet. A toltezeéskéit
allandé razatassal tartottak szuszpenzidban, és €ztiszpenziot keringették a két reaktor kozdtt. A
adszorpcié pH = 7,3-nél, a deszorpcié pH = 10-twént.E. coli sejt-homogenizatumbdl kiindulva az
ered kitermelés elérte a 70 %-ot.

5.1.2.2. Lehédiségek és korlatok

Ugy tinik, hogy az affin-ultradés elterjedését eisorban a megfelél makroligandumok
hianya géatolja. A szemcsékhez kotott ligandumokétma ugyanazok a problémak |épnek fel, mint az
affinkromatografianal. Segitséget a flexibilisenl&kithatd vizoldhaté makroligandumok kifejlesztése
jelent. Minden termék, minden elvalasztasi problénds és mas megoldast igényel.

A hasnyalmirigy proteolitikus enzimeinek (tripszkimotripszin) elvalasztdsanal a dextranhoz
kotott p-amino-benzamidin ligandum (tripszinre dfikas) nem volt sikeres, mert bar affinkomplex
|étrej6tt, de a dextran alapvazra jetentennyiség kimotripszin szennyezés Kitott nem-specifikus
adszorpciéval. Tehat nem csak a ligandumok spéasiit kell szem étt tartani, hanem az egész
molekula tulajdonsagait az elvalasztasi feladatmagfeleben szikséges kialakitani. Ugyanerre a



célra a vizoldhat6 akrilamid polimerhez kotott higamok jobban bevaltak. A beépitett ligandumok
mennyiségére vonatkoztatva a megkotott tripszimyaranagy (120 g/g), ez gyakorlatilag széaz
szazalékos kihasznélast jelent, és joval nagyotglk,émint amit szilard hordozéval elértek. Raadasul
a homogén fazisban végbeniereakcid sokkal gyorsabb, a komplexképzés gyaklagapillanat-
szefi. A tripszin-ligand kéddés 0,5 M arginin oldattal kénnyen bonthatd. Tripddmotripszin 50-50
%-0s keverékéll a tripszin szakaszos iivelettel 90 %-0s kitermeléssel és 98 %-0s tisztzmag
nyerheb ki. Hasnyalmirigy extraktumbaol hasonlé elven, dg/fonos ntiveletben az aktivitas 45 %-at
nyerték ki és a termék elektroforetikusan homogkrmzonyult.

Nagy lendiletet adott a tovabbi fejlesztéseknekyyhar affin-stiréssel j6 elvalasztas és nagy
kihozatal érhet el, valamint az, hogy tisztitatlan és nagy vis#iésl oldatok is feldolgozhaték. Ez a
technika a fermentlé feldolgozasanakéedgzakaszaban is alkalmazhatd. Egy kivalasztotolgpfmat
kialakitasanal nem annyira a ligandumnak a makrekutdhoz valé kétése okoz problémat, - erre
szamos kiprdbalt modszer all rendelkezésre - hankabb a megfelélligandum kivalasztasa, mivel
ezen mulik a rendszer hatékonysaga, specifitaséledtartama is. Ha az alkalmazott makroligand
kevéssé érzékeny a pH-rajnmérsékletre, nyirGére, stb., akkor szabadabban valaszthatjuk meg a
technoldgiai paramétereket és hosszabb élettartsraraithatunk. Ezeknek a feltételekneksbsban
a szintetikus ligandumok felelnek meg, a biokémiadet ligandumok altaldban érzékenyebbek és
élettartamuk rovidebb.

Az affin-sZirés masik korlatja technoldgiai jelliegkevés a megfelél membran, amelynek
vagasa, ateresztése, stabilitdsa, élettartamadegyidelégié. A stabilitds el§sorban a tisztitds soran
alkalmazott anyagokra értefidigy a membrannak savas, bazikus, oldoszeres &ketgiszonylag
magas HBmérsékleten is tolerdlnia kell. Az igényelt vagamiték nagy molekulattmegeknél
helyezkedik el (1810°). Téméren fogalmazva az affin-ultrdisésnél a membrannak a kévetkez
feltételeket kell teljesitenie:

- nagy permeabilitas vizes kdzegre
- kémiai, mechanikai, ésstabilitas
- egyszeit tisztithatdésag

- éles moltdmeg szerinti vagas

- kis eltonddési hajlam

- hosszu élettartam

- sterilezheiség.

Kulén ki kell emelni, hogy az eltéédés a bioldgiai levekkel végrehajtott membrémeietek
egyik legnagyobb veszélye. Az affin-ultréiszs esetében kildn figyelembe kell venni a makaoiib
és a membran esetleges kodlcsbnhatdsat. A makrontkeldszorbealddhatnak a membrénéz
fellletére, ezdltal sajatos ateresztési paraméterelendelkeé Gun. dinamikus membran jon létre,
aminek kovetkeztében a fluxus jelésen csokken. A probléma mas membrativeteteknél is
felmertl, és a megoldas is hasonl6: a makromol&kalldés a membranra azonosojeli
elektrosztatikus toltést célstefelvinni, ezaltal az adszorpcio elkerilbet

Az affin-ultrasfirés ebnyeinek és nehézségeinek ismeretében valisthet, hogy
elterjedésével szamolhatunk agben.

5.1.3. Affin-extrakcio

A fehérjék és enzimek megoszlasa a vizes kétfadndszerekben jol ismert jelenség (Id. a
4.1.5.1. fejezetet). Ez a megoszlas nagymértékledaldsolhatd, ha a fazisk&pzpolimerekhez
biospecifikus vagy csoportspecifikus ligandumolkapdésolunk (9. abra).
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5.1.3. 1. abra Az affinextrakcio elve

Ha az 6sszes fehérje tilnyomoé része az egyik f@azigbncentralodik, akkor a masik, "lUres"
fazis polimerjéhez a kivant termékre specifikuatigumot kotve, ez az egy fehérje dasul fel ebben a
fazisban.

A hagyomanyos vizes kétfazisi extrakcional ahhazgyhegy |épésben kéll tisztasagot
érhessink el, a termék K értékének meg kell hadadriarmat, a szennyezéseknél pedig &K
< 0,1-re kell torekedni. Affinkdlcsbnhatasra képBgandumok beépitésével mindez tovabb
bonyolddik. Ezesetben a megoszlas kvantitativ $énd a megoszlasi hanyadosok logaritmusanak
kilénbségét hasznaljak:

Alog K =log K(ligandumma)- log K ligandum nélki
J6 hatékonyséaggal extrahalhato egy enzim, Nagk>2.

5.1.3.1. Technolégiai paraméterek

A folyamatot befolyasol6 paramétereket még csakiazib-ligandumokra nézve vizsgaltak
szélesebb korben. Ezeknél a legfontosabb pararkétere

1. A makroligand mennyisége a termékhez viszonyvigandum-koncentracio ndvelésével a
AlogK egy telitési értéken allanddsul.

2. A polimerek koncentracioja. A makroligandum kentracidjdnak emelésével a megoszlasi
hadnyados értéke csak nagyobb koncentracionél kézasékkenni, mint a szubsztitualatlan
polimereknél, igy a kiulonbsédlogK) novekszik.

3. SOk hatasa. A jelenlévsok altalaban csokkentik az affin-megoszlas méttékrre a
korilményre nem adhaté altaldnos szabaly, a hatéere valtozik az enzim, a ligandum, az ionok

4. pH. AAlogK értékek efsen valtoznak a pH fliggvényében. Altalaban alacgstpal (pH <
pl) az affin-megoszlas mértéke novekszik.

5. Homérséklet. altalanos tapasztalat, hogy éadrséklet novelésével AlogK csokken. a
vizsgalhat6 tartoméany -2 - +60 °C. A legtobb enztabilitAsa a polimerek jelenlétében javul, igy
magasabb technolégiabimérséklet engedhiemeg.

6. Az egyes szinezékek efliéaffinitassal kotik az enzimeket, igy a &&soportok anyagi
minésége is nagymértékben befolyasolja a megoszlast.

7. A polimerek moéltdmegének valtoztatdsaval befadyidato aAlogK értéke, de ez csakide
hatéarok k6z6tt mozog.
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Az egyes fehérjék affin-extrakcidja nem tervedhmintosan, de a fenti szempontok figyelembe
vételével tervezett, médszeres kisérletekkel optiatéa.

Az eddigi fejtegetések és mérési eredmények egysztmakciora vonatkoztak. A tisztitasi
technoldgia hatékonysaga nagymeértékben javithdtid éxtrakcios lépés 6sszekapcsolasaval, esetleg
folytonositasaval. Az adott feladatnak megiébel tobbféle kiegés#itmivelet j6het szamitasba:

1. A nagy K érték szennyezések eltavolitdsarézettes extrakciot alkalmazhatunk ligandum
nélkiili PEG fel$ fazissal. igy némi termékveszteség aran a tisgtisgyegesen novelttet

2. A szennyef anyagok mennyiségét célzottan csdkkenteni lelzeznebzetes extrakciot egy
masfajta makroliganddal hajtjak végre, amely neteraékre, hanem valamely nehezen elvalaszthato
fehérjére specifikus.

3. A kihozatal tetszés szerint javithaté az extiakébbszori megismétlésével, a felgazis
cseréjével. igy az alsé fazisban alig marad enziszont megfi a térfogat és az atvitt szennyezések
mennyisége.

4. A tisztitas javitdsa érdekében viszont az egiéalitdn a terméket tartalmazo fel&zist
célszeti tobbszor mosni friss, fehérjementes dextran dtlaftz atvitt fehérjék kozil efsorban a
kevésbhé kdtdé szennyezések oldodnak vissza, mig a termék nagywgwszlasi hanyadosa miatt
csak kisebb mértékben oldodik. A felsorolt techg@o 1épések tetsiteges varialdsaval sokféle, a
lehetséges termékek széles korére alkalmazhatdagagilag optimalt technoldgia alakithat6 ki.

Az extrakciés nrivelethez hozzatartozik még a termék elvalasztasafazisképs
makromolekulatdl, és a polimer esetleges visszasgeés Ujrafelhasznaldsa is.

A fels6 fazisbdl a termék kinyerésére a legegyslabrés leggazdasagosabb modszer a so
adagolas. Az elvalasztott makroligandos fazishazamim 15 % szilard foszfat sét adnak, amely pH
= 7 - 9 kozotti értéket eredményez (ittAbogK érték kicsi). A sOk hatdsara Ujabb két vizaszid
keletkezik, amelyben a fehérjék tilnyomd tébbségalsd, sboldat fazisban dusul fel. Az elvalasztott
also fazis diadwéses vagy dializises sbmentesités utan tovabbldeizhato.
pufferrel. (A pH az dizéekhez hasonldéan 7-9). Eitaz affin kdlcsbnhatas visszaszorul, és az oldat
viszkozitasa is olyan mértékben lecstkken, hoggseréd oszlopra vihdt. A PEG és a fehérjék egy
része nem kédik az oszlopon, ezek pufferrel kimoshatok, majgranék és a makroligand néveékv

Altalaban a polimerek visszanyerése nehézkes ékaigényes feladat, a tiszta anyagok magas
piaci ara ellenére sem egyértéken gazdasagos.

Az affinextrakcio léptékndvelése - a vizes kétfazexrakciohoz hasonléan - nem (tkozik
nehézségekbe. Néhany literes nagysagrendben métplcgErben is megoldhatd. Az egyensuly
gyorsan beall (kb. egy perc), a fazisok szétvasgmmtan 30 - 60 perc alatt kovetkezik be, ez &z id
preparativ centrifugdban enyhe centrifugalas ntellst néhany percre roviditiiet Nagyobb
térfogatoknal kevéwel ellatott készlléket szilkséges alkalmazni, sd&zelkilbnulése itt mar tébb
Oraig is eltarthat. Ehelyett célsiiea vegyiparban hasznélatos szeparator centrifugémelyikét
alkalmazni.

A miivelet a hagyomanyos extrakciéhoz és a vizes kétiézxtrakciohoz hasonléan folytono-
sithatd, a folytonos Gzem valamennybéretével egydttt. A gyakorlatban a glikéz-6-foszfakideo-
genaz és a tejsav-dehidrogenaz folytonos affira&gtéjat valdsitottak meg.

Kulcskérdés a polimerek regenerélasa és Ujrafatiddéza. A PEG és a ligand-PEG esetében ez
megoldhatd, ha a feisfazis kevés fehérjét tartalmaz. A PEG tartalmlstéd sdOmentesités vagy
kloroformos extrakcié utan a polimer Ujra felhadha&. Az alsé fazisképzregeneraldsa viszont
nem gazdasagos, mivel talsdgosan sok fehérjét, nammilyagot és sejttdrmeléket tartalmaz.
Valamelyes megtakaritast jelenthet, hogy a hidpogpil-keményié bioldgiailag jol lebonthatd
anyag, 6t elfogadott takarmanyadalék. igy a fehérjével &s rsejtanyagokkal "dusitott" also fazis
allati takarmanyozasra hasznalhat6
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5.1.3.2. Alkalmazéasok

Tripszin elvalasztidsara vizes kétfazisi PEG-dextedudszert alkalmaztak. Ligandum a nélkul
bevitt 10* M tripszin oldatbél csak az aktivitas 40 %-at alda fel$, PEG fazisbél viszonylag tisztan
kinyerni. Ha a PEG-hez p-amino-benzamidint (sziktist szubsztrat analdg, egyuttabsen koéddo
inhibitor) kapcsoltak, az igy létrehozott makrohgaal a kihozatal 92 %-ra ndvekedett.

Human vérszérumbodl az albumin frakciot elvalaszgsa bevalt PEG-dextran rendszert
alkalmaztak, de a PEG molekuldkat palmitinsav lidganmal szubsztitualtak. Igen jo szelektivitast
sikerllt elérni, az albumin 90 %-ban a feléazisban kd&idott, mig az dsszes tbbbi fehérje
gyakorlatilag teljesen a dextran fazisban maradt.

Triazin szinezékek felhasznélasaval pékétesgdaccharomyces cerevisjagylikolitikus
enzimeit nyerték ki PEG-dextrdn rendszerben. A @ti-foszfat-dehidrogendz kb. 95%-o0s
kihozatallal nyerhét ki, a foszfo-frukto-kinaz 58-szoros tisztitassal& %-os védskitermeléssel
preparalhatd.

A legnagyobb Iépték publikalt gyartadsban egy Iépésben 45Gandida boidinisejttdmeget
dolgoztak fel egy 200 | hasznos térfogatu késeextraktorban. A PEG-molekuldkhoz Procion Red
HE-3B ligandumokat kapcsoltak, ennek segitségéved,000 egységnyi formiat-dehidrogenaz
enzimet nyertek ki.

5.1.3.3. Lehdiségek és korlatok

Az affin-extrakcié alkalmazasat, elterjedését kotad tényeék nem annyira technikai, mint
inkdbb gazdasagi jellégk. Miszakilag nem jelent problémat az egyéizeerendezések kialakitasa, a
léptékndvelés is kbnnyen megoldhaté. Nehézséger olgzont a faziskégz polimerek ara és a
makroligandumok hidnya. A dextran esetében az bltsiyers termék nem megfdiebrre a célra,
mivel nagy méltdmege miatt nagy az oldat viszk@#taA kisebb molekulaju frakcidk kezelBet
viszkozitasu oldatot adnak, viszont koltségesek.

Nagyobb Iéptékben csakis olyan ligand-polimer jédmimitasba, amely mérsékelt koltséggel
allithaté eb. Ennek a feltételnek leginkabb a triazin szinekk&kszubsztitualt polimerek felelnek
meg, és ezeket mar sikeresen alkalmaztak dehidiagkrés kinazok kinyerésére.

A makroligandok jelenleg a kereskedelemben nem &isiih eballitdsuk az alkalmazé feladata.
Beszerezhék viszont olyan szubsztitualt polimerek, amelyekhegyszeiibben kapcsolhatok a
ligandumok (N-amino-dextran, oktadecil-amino-dertréktadecil-amid-dextran, PEG-monopalmitat,
etilén-diamin-PEG, trimetil-amino-PEG, PEG-szulfgn&iszont ezek ara is koltségnoteényesd. A
ligandumokat tekintve a szintetikus molekulak &alkettartama sokkal kedvidsb, mint a biokémiai
eredelt csoportoké, igy a gazdasagi kényszer ezeket ¢didjgrbe, még ha szelektivitasuk nem is
tokéletes.

5.1.4. Affin-kicsapas

Az affin-kicsapas soran a szelektiv ligandum-felhéjlcsonhatast arra hasznaljak fel, hogy a
létrejott komplex magatdél, vagy enyhe killbehatdsra kicsapddjon, ezaltal a bonyolult fehérje
elvalasztasi probléma szilard-folyadék fazisszétsaisi mveletté egyszéisddik. A megfogalmazott
feladat két, elvileg kilonbéz uton valdsithatd meg. Az egyik Gt két, megféldiosszisagu
molekulalanccal 06sszekotott ligandum (homobifunkcitigandum) segitségével hozza létre a
csapadékot. A masik leléseg az eddigiekben sokszor emlitett polifunkciéknmayandumon alapul,
de ennek a makromolekulanak olyan sajatossagokkdl rendelkeznie, hogy a koériimények
megvaltoztatdsanak hatasara kicsapddjon (hetefopkdios ligandum). Szintén affin-precipitacio-
nak nevezik azt az eljarast is, amelyben az olddtérjék gélben mozognak koncentracié-gradiens
(diffuzio), vagy elektromos tér (elektroforézis)tsara, ahol is affinkdlcsonhatasra képes partnerre
talalkozva kicsapddnak, a mozgas megall, és azléggjott zondk festési eljarasokkal lathatéva
tehebk. Ez az eljaras csak vizsgalati modszer, elvaasntiveletként nem johet széba.
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5.1.4.1. Affin-kicsapas homobifunkcios ligandumakk

Ez a technika az immunoldgiai csapadékképzési nedelket és az affinkromatografianal bevalt
kolcsbnhatasokat kisérli meg egyesiteni. A két@lgsntt, egyforma ligandum (leggyakrabban NAD)
két enzim megfelél kotbhelyéhez kapcsolddik, ezaltal dimer fehérje jomneléMivel legtdbbszor ez
még oldhatd, csapadék csak akkor Kélilz, ha az enzimnek tbbb Kifitelye is van (pl. 6hmagaban is
oligomer), és a keit kapcsolatok rendszek@legy nagy aggregatum alakul ki. Mindez behataraja
alkalmazéasi kort, de ugyanakkor a lehetséges thsktiés analitikai felhasznédlas mellett ezzel a
maodszerrel az enzimek molekularis felépitésés alegységeit is informaciot szerezhetink.

A homobifunkciés csapadékképzés kritikus pontjigganidum csoportokat 6ssze&dzénlanc
hossza. Ha a kétszakasz tulsagosan révid, a molekula nem képeekidtsi a két kilonallo fehérjét.
Ennek kilondsen akkor van jelésége, ha az aktiv hely az enzim “fellletének" egy
"bemélyedésében” taldlhat6. Ha az dsszekottetéisogdzu, felléphet a lanc "visszahajlasanak” (az
affinkromatografiabdl is ismeretes) jelensége, atijandum sztérikus arnyékolasaval jarhat. HosszU
molekulanal eifordulhat az is, hogy mindkét ligandum egyazon mnzaktiv centrumaihoz
kapcsolddik. Ez érdekes lehet az enzim struktUedjamegismerése szempontjabdl, de csapadék
semmiképpen sem ké&fik. A legéaltalanosabban hasznalt ligandum az Gis-N&AD (N2,N2
adipinsav-dihidrazido-bis (N6-karboximetil-NAD)) €mekté szakasza pl. 1,7 nm hosszusagu.

Sok enzimnél a kiulénbdzkothelyek szerkezete igy kiképessége is dsszefligg egymassal.
gy a dehidrogenazoknal a szubsztratékéty és a NAD koenzim (helyesebben koszubsztrat)
befolydsoljak egymas aktivitdsat. Tejsav-dehidrégessetében pl. a szubsztrat (piruvat) jelenlétében
a ligandum kotés nagysagrendekkeéisebbé valik.

Fontos paraméter a ligandum-&iely ardny is. Elvileg a sztéchiometriai egyesdlg esetén
maximalis a csapadékképzés, a gyakorlatban a sedysdgbl allé enzimeknél (pl. glutamat-
dehidrogenaz (GDH), amely hexamer) mar joval kisehdnnyiség is elegefid A kicsapodott
feleslegben adott szabad ligandum oldatba viszeleérjét, amely ezutan a kis molekulatdtheg
anyagoktol gélkromatografiaval valaszthato el.

AlkalmazasokA moédszer - minden bizonnyal a homobifunkcios igamok magas ara miatt - eddig
csak laboratériumi méretekben terjedt el, a nélgraynmos feldolgozott anyagmennyiség legfoljebb
a preparativ jeldt érdemli ki.

Legtdbbet a tejsav-dehidrogenaz (LDH) enzim tiagéival foglalkoztak. Vizsgaltak a
csapadékképzés paramétereit a bis-NAD vegylleteRsetriazin szinezékkel. Ez utébbiaknal nem
egyszetien két szinezék molekulat kapcsoltak 6ssze, haneamimpo-benzolszulfonsav csoport
bevitelével (szintén nukleotid-analég) alakitotidlka masodik ligandumként itk6ds szerkezetet. A
NAD-dependens enzimek kézil vizsgalatok folytakar emlitett GDH kicsapasara is. Lektin jelieg
bis-ligandumként alkalmazhat6 az N,N'-bis-3-(dibiirboril-benzil)-adipamid. A boérsav-vegyuletek
komplexképzésre hajlamosak a szénhidratok vicitddisoxil csoportjaival.

5.1.4.2 Affin-kicsapés heteropolifunkcids ligandakkal

A mddszer alapja egy ké# tulajdonsagu makromolekula. Az egyik funkcioja laagy affin-
kdlcsbnhatdsokra képes ligandumokat tartalmaz,tatzakelektiven magahoz kapcsolja a kivant
terméket. Ennyiben megegyezik az eddigiekben he@kroligandumokkal. A masodik funkcié abban
all, hogy ez a makromolekula a kdrnyezet enyhe @dbgrtatasara (pl.dmérséklet, pH, ionésség
valtozas, keresztkotést l1étrehozd molekula meggslenkicsapddik. A csapadékképzésnek a fehérjék
jelenlétében is végbe kell mennie, a valtozas pedig karosithatja a termék biolbgiai aktivitasdlt (1
abra).
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5.1.4.2. 1. abra Az affinkicsapas elve

A csapadék létrejotte utan azt el kell valasztanoldatban maradt szennyezégékteggyak-
rabban centrifugalassal, néhatressel vagy flotalassal). A kimosott szilard fazisegfeleb
koralmeények kozott Ujra feloldddik, és ebben azathdn kovetkezik az affinkomplex megbontasa,
vagy a korilmények megvaltoztatasaval, vagy kortigetiegyuletek (pl. szubsztrat) bevitelével.
Optimalis esetben a makromolekula Ujra kicsaphemijttal a termék nélkil. Ezzel az egys$izer
elvalasztassal egyrészt nagy tisztasagban kapjigknaéket, masrészt a makroligand (némi moséas
utan) Gjra felhasznalhato.

A hagyomanyos affinkromatografiaval 6sszehasonlétwaaffin-kicsapas legnagyobbsrye a
gyorsasagaban rejlik, ami a nagyobb léptékeknémbeéns. Szabad oldatban a kapcsolat a
ligandumok és a céltermékek kozott gyorsabbanjétremint a kromatografianal. Az éldépés a
csapadékképzéssel egyutt sem tart tovdbb egy ¢raméblkalmazott léptést fuggetlenil. Az
affinkromatografianal a térfogatsebesség gyakrak 66 ml/cmh, ami 0,5 m kolonna-atmg&mellett
azt jelenti, hogy 500 | oldat felvitele ~ 5 oraletik, az ellcio is kb. ugyanennyidtvesz igénybe, és
ezekhez adddik még a mosas és regeneralas sdeje i

Klléndsen hasznos a precipitaciés technika akkarah érzékeny terméket gyorsan el kell
tavolitani a karosité hatasu kozéblpl. protedzokat tartalmazdé homogenizatumbolkrématogra-
fias elvalasztas altaldban csak a ¥etjsztitdsban kap szerepet, ahol mar tiszta oldeiiokell
kinyerni a terméket. A csapadékképzés viszont dofgbzasi technoldgia korabbi szakaszaiban is
alkalmazhato.

A disszociaciés allandd szerep& miveletet befolyasolé paraméterek jelesen eltérnek az
affinkromatografianal felsoroltaktdl. Homogén fdms nincs szerepe a témegatadasnak és a térbeli
gatldsoknak. Fontosabba valik ugyanakkor a disazais allandd, valamint az enzim- és ligandum-
koncentracid. A rendelkezésre all6 ligandumok sz&mdevitt makroligand koncentraciéjaval
valtoztathat6. Homogén oldatban az affin-kdlcséasat kovetkaképpen irhato le:

hordozé- ligand+ fehérjez  affinkompl

Az egyensulyi folyamatot jellendzegyensulyi allando:
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ahol: L - szabad ligandum koncentracié
F - szabad fehérje koncentracié
X - a létrejott affinkomplex koncentraciodja
A fehérje feldolgozasnal a keresett enzim molamsdentracidja altaldban nagyon kicsi,
sokszor a 18t sem éri el. Ennek ellensilyozasara a teljesnemennyiség megkotéséhez nagy
ligandum-koncentraciéra lenne szikség, ennek kisdliazonban nehézségekbe tkdzik. A hordozé
makromolekulara csak korlatozottan lehet ligandusmmolelvinni, az 6ssztomegnek csak néhany
szazaléka a ligandum. A makroligand oldat konceitdja is csak néhany szazalékos lehet, azaz a
ligandumok moléaris koncentracioja is kicsi. igyhjatasfoku levalasztast csak akkor remélhetiink, ha a
Ke értéke kisebb, mint,, azaz lehéleg 10® alatt van. Affin-kdlcsénhatasoknal ilyenéerkotdés
egyaltaldn nem ritka.

A kicsapéas korulményehz affin-kicsapas egyik kényes pontja a csapadéké® koriiményeinek
beallitasa. A rvelet soran ugy kell megvaltoztatni a paraméterekegy a ligandumokat hordozé
polimer kicsapodjon. Ugyanakkor az enzim-liganduamglex nem disszocialhat, és a szenfiyez
egyéb fehérjék sem csapddhatnak ki.

A fehérjék kicsapasa fizikai hatasokkal jol ismede nem eléggé specifikus eljaras.
Megvaldsithaté pH-allithssal (izoelektromos poht3pzassal (pl. ammdnium-szulfattal), oldészerrel
(etanol, aceton), vagy ellentétes tdltgslielektrolit hozzdadasaval. Az affin-kicsapasviakont nem
maga a fehérje csapddik ki, hanem a ligandot hdrghmtimer, ami megiben mas megkozelitést tesz
szlkségessé. A vizoldhato és egyzmrkicsaphatd polimerek kore eléggédikszezért konnyen
attekinthed:

A) Sav hataséra kicsap6do polimerek. Ezek olyamggeavcsoportokat tartalmaznak, amelyek
disszociacibja éis savak (pH-cstkkenés) hatasara visszaszorul, érazacidé megsmtével
oldhatésag &sen csokken. igy viselkedik példaul az N-akril-phaorbenzoésav és akrilamid
kopolimerizacidjaval létrehozott makromolekula. Nedglé ligandum bevitelével pH = 8,0 -nal
tripszin kéthed meg, mig sav adagolasara pH = 4,0 -nal a komptssapodik. Mas célra fejlesztették
ki (gyégyszeripari drazsiroz6 segédanyag), de Haaonmikodik az EUDARGIT termékcsalad
harom tagja (L100, S100, L300). Ezek metakrilsaaléiiészterek kopolimerjei, oldhatdésagi hataruk
pH 5,5 - 7 kdzé esik. Természetes erégatimer az alginat, amely savas kdzeg (pH = 2lB)Ca®"
ionok hatdsara kicsapddik. Amino-csoportjai miatrditott viselkedés a kitozan: bazikus
koralmeények kozétt oldhatatlan, és pH = 6,5 alatbdik. A kitozan ligandum nélkll is alkalmazhato,
j6l koti a lektin jelledr fehérjéket.

B) Homérséklet valtozas hatdsara kicsapddd polimerekhiiés kdvetkeztében kicsapddo
polimereket nem alkalmaztak erre a célra, feli®etaz efs nem-specifikus adszorpcié miatt.
Melegités hatadsara egyetlen vizoldhatd polimerseedprecipital: a poli-(N-izopropil-akrilamid). A
kritikus hémérsékletkliszob a bioldgiailag elfogadhatd tartorbanesik, a homopolimernél 32 °C.
Kopolimerizacidval, illetve mas paraméterek megahtasaval ez aémeérséklet szinte tetszés
szerint szabalyozhato.
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5.1.4.2. 2. abra Kézmeleg hataséra kicsap6do raml-akrilamid

C) loneBsség, polaritas valtoztatdsa. Az iaisség novelésével egyes polimerek kicsaphatok,
de nagy a kock&zata annak, hogy a ligand-enzim leagisszociél. Az affinkromatografianal tipikus
eliciés modszer a sogradiens alkalmazasa, és ugyadesszociacios hatas oldhaté hordozokndl is
fellép. Emiatt a kis6zast 6nmagaban sehol semmatkahk. Részletesen vizsgélték viszont a poli-(N-
izopropil-akrilamid) viselkedését a oimérsékletvaltozds és a sokoncentracidé fluggvényében.
Megéllapitottédk, hogy minden szazaléknyi NaCl hen#saval 2,3 °C-kal csokken a kicsapddas
homérséklete. S6adagolas hianydban a kivalé polim@nokolloidot ad, amely gyakorlatilag nem
izolalhato, igy kis mennyiségs6 hozzaadasara feltétlendl sziikség van.

Egyes esetekben az old6szeres kicsapas is eredsnéhet. Pullulanaz enzim esetében a
makroligandum maga a szubsztrat, a pullulan. Aimesszubsztrat komplex masfélszeres mennyiség
-8 °C-os etanol hozzaadéaséra kicsapodik és elvhktéz

D) Specifikus, keresztkotéseket létrenozo agendklélnsazdsa. A ligandumokat hordozé
polimerlanc koélcsdnhatasba Iéphet mas molekuldkisal ami térhalosodashoz és ez altal
csapadékkégméshez vezethet. llyen célra kihasznalhatok pkzémtsdrat-lektin kdlcsonhatasok. A
Blue Dextran-DLH komplex kicsapasat Concanavalihatasara irték le.

A visszanyerés korulményéilvileg az lenne célsz&rha Ugy lehetne visszanyerni az enzimet, hogy
kozben a makroligand szilard fazisban marad. Ezbesea disszociaci6 és a komplex két
komponensének fizikai szétvalasztdsa egy lépéstmasuina meg. A gyakorlatban ez ritkdn
valosithatd meg. A tripszin izolalasanal savasdratéicsapodd makroligandummal az enzim pH = 8-
nal kotdik optimalisan, pH = 4-nél a komplex kicsap6dig,igy elvalaszthato; tovabb savanyitva pH
= 2-nél disszocial, ezéltal a termék mintegy "lehaié" a csapadékrél. A tobbi leirt esetben a
disszociaci6 csak a komplex Ujraoldasaval valosithaneg. A komplex bontasara az
affinkromatogréafidnal bevalt hatasokat alkalmazhatiNem specifikus eltciét lehet elérni névékv
sékoncentracioval, ami jo0l alkalmazhat6é az affioskpasnal is. Szelektivebb, bar dragabb eljaras,
hogy a koshelyért verseng molekuldkkal bontjdk meg a komplexet. Erre tobliaés akad: tripszin
esetében az arginin vagy m-amino-benzamidin, awejehidrogenéznal a NADH valt be legjobban.

Az affin-kicsapasos eljarasok hatasfoka mefggep j6, a kiulonbdz szerdk 80-95 %-0s
visszanyerésit szamoltak be.
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Lehetiségek és korlatokAz eddigiek alapjan lathaté, hogy az affin-kicsapeatékony technika a
preparativ enzimtisztitas terén. Ez atvelet igéri nagy léptékben a makroligandumok
leggazdasagosabb alkalmazaséat a gyors és specifkeésgie elvalasztasban. Lehetségesrimliki
hogy az affin-kicsapas a fehérjék és egyéb biol@igagok nagyobb léptékisztitAsaban szélesebb
korben is elterjed, de a fejlesztés az affitirégsel és az affin-extrakcidval 6sszehasonlitvalmiig
lassabb, pedig a technikanak szaméayad van.

- Specifikus és egy |épésben jelantisztitast lehet elérni.

- Egy céltermék eltavolitasa utan az oldat tovathdigozhaté mas termékek kinyerésére.

- A ligand-polimer Ujrafelhasznaldsaval a folyamardasagossa teliet

- A homogén fazisban végbenteligandum-fehérje kdlcsbnhatds egyrészt gyorsaldsrészt
jobban kihasznalja a bevitt ligandumokat.

- Nem igényel kilénleges berendezéseket

- A készilékek Iéptékndvelése sem okoz problémat.

5.1.5. Szintetikus ligandumok

Az affinelvalasztasok fejlesztésében tartds kutatasy, hogy egyszdér szerkezdt, kémiai
aton eballithatd, robosztus, hosszu élettartamu ligandwantataljanak az elvalasztasokhoz.

A ligandum-fejlesztés egyik Utjafasték ligandumoklkalmazasa. Nevilket onnan kaptak, hogy
ezek a vegyuletek eredetileg textilfestékek, ésk agdob évtizedes hasznalat utan ismerték fel
biokémiai aktivitasukat. Ez a vegyllet csalad a-kii@zin tipusu festékek kdzé tartozik, amelykr
kiderult, hogy nukleotid analégok. Szerkezeti hdésdéiguk az adenint tartalmazé molekulakkal jél
felismerhed (12. abra).

5.1.5. 1.4bra NAD és a Cibacrone Blue F3G-A sztének dsszehasonlitasa
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Mindkét vegyuletben taldlhaté egy 6t nitrogén atonartalmazé heterociklusos részlet,
valamint két efs savcsoport (a NAD-ban két foszforsav, a festékidaban két szulfonsav csoport).

Ezeken a ligandumokon mindazon enzimek megiigtnek, amelyeknek NAD (vagy ATP)
kotshelye van, tehat dlsorban az oxidoreduktidzok, ligazok, kinazok, fosziwszferazok,
foszfodiészterazok, nukleinsav szintdzok és nuklea? festékligandumok nem specifikusak egy
bizonyos enzimre, alkalmazdsukat mar tobb szazriehdegkotésére leirtdk. Az elvalasztas
szelektivitasat mas aton javithatjuk:

- a kotdés paramétereinek optimalasaval (pH, i6ss#g, koncentracidk, polaritas).

- a megfela festék-lignadum kivalasztasaval (a Cibacron sdra@aa Procion sorozat tobb tu-
cat kilénbd# molekulat tartalmaz, ezek kdzil néhanyat mutatdbalabbi kataldgusoldal, 13. abra),
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5.1.5. 2. abra Festék ligandumok kémiai szerkekataloégus oldal)

A ligandum fejlesztés masik eredménye fémkédiigandumok kifejlesztése. Ez azon alapul,
hogy a j6 komplexkégzfémek (Ni, Cu) hajlamosak a fehérjék hisztidin mosavainak nitrogénjeivel
kolcsonhatasba lépni. Egymas melletti hisztidingkid), szakasz] t6bbsz6ros kapcsolddassal stabil
kotést létesitenek, ami leldgé teszi a fehérje izolaldsat. Ehhez a fémionokamasik oldalrél”
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megfeleben rdgziteni kell a hordozohoz. Erre a célra intimecetsavat, mas néven nitrilo-triecetsavat
alkalmaznak (14. 4bra).

3/ Tk /
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no " _co
H2

5.1.5. 3. abra Ni-nitrilo-triecetsav ligandum

A Ni?* ion hat lehetséges kotése kozill néggyel az imiedsav oxigén és nitrogén atomjaihoz
kapcsolodik, a fennmaradoé kétel képes tovabbi kotésekre. Ide kapcsolddhatzitisek nitrogénje
(15. abra).

5.1.5. 4. &bra A (Hig)anc és a Ni ligandum kapcsolodasa

A természetben élordulo fehérjék kdzott nem gyakori a poli-His sezekcia ebfordulasa. A
rekombinans fehérjék @&@illitdsanal viszont médunk van a fehérjék aminosawendjének szinte
tetszés szerinti megvaltoztatasara (fehérje méégdksprotein engineering). Ennek soréan viszonylag
egyszeilen megoldhat6 egy 6-12 hisztidint tartalmazo szakexzaépitése a kivant fehérjéhez. Az
ilyen fehérjét azutan igen hatékonyan és szelektivélaszthatjuk el fémkelat kromatogréafias
oszlopon. Ez az eljaras iskolapéldaja annak, hoighérje mérndkség nem csak a fehérjék gyartasat
(pl. szignél peptid beépitésével intracellularihiéigét extracellularissa tehetlink), illetve a kész
fehérje tulajdonsagait valtoztatja meg, de a fegJdpast is egyszébbé teheti.
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5.2 Elektroforézis technikak

Az elektroforézis olyan elvalasztasi technika, gmek alapja az ionok elektromos térbel
mozgékonysaga. Az ionok vandorlasi sebessége, dltésa kulonbdy ezért lehetséges az
elvalasztasuk.

Az elektroforézis alapfogalma az elektroforetikuszgékonysag. Induljunk ki egy részecsiéb
O ez lehet egy molekula, szervetlen vagy szerveeodke, mikroorganizmus vagy egy éméejtl]
amely egy puffer oldatban talalhat6, homogén émndth elektromos térben. Ha a részecske adott
elektromos toéltéssel rendelkezik, az elektromobeérelmozdul, méghozza a felé az elektrod felé,
amelyik a toltésével ellentétes. A mozgaté #igg a molekula nettd elektromos tolté<q), és az
elektromos téréiségt (E).

5.2. 1. dbra Toltéssel rendelkezszecskék elmozdulasa elektrom@$éeben

Az elektromos téréisség gyorsitia a molekulat, a mozgassal szembenbazofellép a
kdzegellenallas, ami fékezi az elmozdulést. A ninsedebességgel egyre nagyobb lesz az ellendllas,
mig a két e egyenbvé nem valik. Ekkor (rovid gyorsuld tranziens szskaitdn) a sebesség
allandosul. A jelenség analdg a centrifugélasdaliscegy gyorsitd é; és a kdzegellendllas alakit ki
egy allanddsult vandorlasi sebességet. Aegyensulyt felirhatjuk

F F

elektromos ™

gE=3dm v

kdzegellendll:

formaban. Részletezve:

ahol: g — a molekula toltése
E — a térefsség
d — a molekula atméye
n - a kozeg (puffer/gél) viszkozitdsa/térhaldssaga
v — a molekula mozgasi sebessége
A kozegellendllas ebben a tartomanyban a molekeldlétével (d és a sebesség éls
hatvanyaval aranyos. Az allanddsult mozgasi sedasbét:

qE
v=——=UuE
3d/m H

Az anyagi jelleméket egy paraméterbep € elektroforetikus mozgékonyséag) foglaltuk 6ssze.
A mozgékonysag szempontjabol fontos jellénfiezhérjék nettd elektromos toltése, amit alafj@nta
pH hataroz meg (Id. 4.4.1.1. fejezet), de a koréypaffer ionessége és mas tulajdonsagai is
befolyasolnak. A masik, az adott molekulara jellémgaraméter a méret, ami atrdiéent,
pontosabban egyenérteltmétként szerepel az dsszefliggésben. Az elmozdulés aazelvalasztas
tehat alapesetben két paraméiefiigg: a toltésil és a méretl. Az egyes technikékkal elérhetjuk,
hogy csak toltés szerinti, vagy csak méret szeelmntilasztast valdsithassunk meg.
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Az elektroforézis iveletét a futtato kozeg jellege szerint tobb katiédp@ sorolhatjuk:
» free flow elektroforézis
» gélelektroforézis
» kapillaris elektroforézis

5.2.1. Free flow (szabad folyasu) elektroforézis

A szabadon foly6 elektroforézis (FFE) egy folyékdngm gélesitett) pufferben folyamatosan
szepardlja a minta komponenseit. Ezért a F

elvalasztas esetén a minta komponensek n Minta betaplalas
elektromos  tbltése a  legfontosabb ﬂ
mozgékonysagot meghatarozoé térdekdzul. 1

A "szabadon foly¢" kifejezés azt is jelent i
hogy a puffer folyamatosan aramlik, és 4 Puffer / : —
elvalasztas is folyamatos. Az elvalasztan aramlas

fehérje oldatot folyamatosan taplaljdk be, és
szétvalasztott komponensek is folyamatos
tavoznak.

Az elvélasztas ugy jon létre, hogy
hordozé puffer egy lapos folyadékcellan aram
at. Az aramlasi kép idealis esetben teljes
homogén, parhuzamos és éallandé sebdssdy
cella egyik oldalan teljes szélességben folyik
puffer betaplalasa, a szembendéidalon pedig
az elvétele. Az elvétel sok, szorosan egyn
mellé helyezett dségen/résen  kereszt(
torténik, igy vezetik el az elkulonitett frakcioka
Az elvalasztandé mintat a belépési oldal e
meghatarozott pontjan keverik a pufferhez.
cella masik két oldalat alkotjak az elektr6dg
amelyekre fesziltséget adva az aramlas irany !
melegesen homogén elektromos tér alakul N
Ennek hatasdra a minta komponeng 7 b \/
toltéstiknek megfeléen elmozdulnak az egyik Frakciok elvétele
vagy a masik elektréd felé (2. abra).

5.2.1. 1. &bra A szabadon foly6 elektroforézi&adeési elve

A molekula elmozdulasa e két vektor &ffed Az aramlasi sebesség, az abran dleges iranyu
mozgas minden molekulandl azonos. Kilonbség a Kéd@syl mozgasban van, ennek mértéke
elsisorban a toltését fugg.

A mivelet technikai megvaldsitasa, a berendezés kiakekibonyolult, sok szempontot kell
figyelembe venni, sok nehézséget kell k&gy. Az el$ mindjart azegyenletes aramlésiztositasa. A
laminaris aramlashoz a kozeg csak nagyon lassaomghaz A laminaritds megtartasa miatt a cella
vastagsaga nagyon kicsi, nem haladhatja meg a 2+3. lamellett a betaplalast és az elvételt is igen
egyenletesen kell megoldani, a szivattyuk okoztéeliést is ki kell kiiszobolni.

A FFE technika fefldése soran tisztaztdk az aramlast befolyasol6 t8kge Ezt a problémat
leiré dimenzi6-mentes kritérium a Grashof-szam:
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3
Gr = %
ahol: g — nehézségi gyorsulas
B — a hordozo folyadékdtagulasi egyutthatoja
At — a folyadék és a fabmerséklet kilonbsége
d, — a kamra hidraulikus atrige
n — a folyadék kinetikai viszkozitasa

A cella tartalmanak 0sszekeveredése akkor fordulaghikor a Gr szam meghalad egy kritikus
értéket. Az FFE készulékek tervezésekor, asbkkentésével a Gr szam értéke a kritikus énatk a
tarhat6. Adott geometrigju FFE készllék eseténgoarlianyag és a fal kozotbmeérséklet kilonbség
a legjelenisebb faktor. Csokkentheta Gr értéke a kdzeg viszkozitdsangh (ovelésével is, ezt
példaul glicerin adagolaséaval érhetjik el.

A laminaris aramlési profil parabola alakja autoksan a savok alakjanak torzulasat okozza.
A cella 2-3 milliméteres vastagsagan belul kialékptofil abbol adodik, hogy kdzépen a folyadék
gyorsabban aramlik, mig a két fal mellett lassablséina falak melletti nagyon vékony filmben egy-
helyben all. Ha a folyadék nem keveredik, akkobaédp$ rétege gyorsabban elhagyja a cellat, mig a
falak mellett a lassu haladas miatt hosszabb i#eigzkodik benn. A keresztiranya eltérités viszont
flggvénye a tartozkodasiddek. Hosszabb &alatt messzebbre jut el oldaliranyban a molekulat
kdzépen. Ez okozza a kilépésnél a savok jellegzetesbola, vagy patkd alaki deformacidjat (3.
abra).

Minta
Puffer &
AAAAREAA
Laminaris
aramlas + =
m___:l_; -
— + -
""-.“\--‘h‘-‘
+ -
u=0 u=0

5.2.1. 2. abra A laminaris aramlas altal okozatv®rzulas

Az elektroforetikus elvalasztas hatékonysagat kisetpb oldaliranyl szélesség, azaz az egyes
komponenseket tartalmazd savok élessége és a ddaikti lehetséges legnagyobb tavolsag
hatarozza meg. Az elvalasztast ront6 hatasok:

1. Az elektromos aram altal a kdzegben keltett gelés, amiigiiség gradiensek keletkezéséhez
vezethet, és a folyadék keveredését okozza. tHEzsbel cstkkenth&t A lapos cellat nagy
fellletén jol lehet titeni, de ez noveli a Grashof szamban szérépfok kilonbséget, azaz
rontja az aramlasi képet. A j0 elvalasztashoz sajis térdisség 100-150 V/cm, a kamrara
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kotott feszultség tehat ezer voltos nagysadieddmelegedés alacsony értéken tartdsahoz az
arameésséget ~10 mV-ra kell cstkkenteni. Ehhez a pufearetiképességét kell leszoritani,
azaz hig, kis ionéssédg puffereket kell alkalmazni.

Komponensek diffazidja. A diffazids allandé néseik a tbmérséklettel, tehat emiatt isiteni

kell a cellat. Csokkenthéta diffuzié a kdzeg viszkozitasanak ndvelésévallieerin adagolas
ebkbl a szempontbdl is &hyds. A difflziés sdvszélesedésben szerepe vananégdzkodasi
idének is. Altalaban 2-5 perces tartozkodasit idllitanak be, ezalatt elfogadhatdé métiték
diffazio.

Elektroozmézis. A jelenséget részletesebbenpilldas elektroforézisnél targyaljuk, itt csak
réviden annyit, hogy a cella két siklapjanak fei@ihea pozitiv ionok ketfsréteget alkothatnak,
€s ez az ionréteg nagy té&eség hatasara a katdd felé "csuszik”, és viz méikkt ragad
magaval, ezaltal fellleti keresztiranyl aramlast here, ami torzitja a savokat. A jelenség
csOkkentésére nem-ionos jeliegnyagokat hasznalnak a cellak épitésénél, lveegtheéldaul
teflont.

Az Osszetask adszorpcioja a baldalra vagy a készilék mas részeire.

A vizsgalt fehérje kicsapodasa, melyet a szepasdpuffer 6sszeférhetetlenségi reakcioi pl. pH,
ionerssség és bizonyos ionok okozhatnak.

A hordozé pufferben oldott gadzok, mely buborékaltetkezéséhez vezethet a szeparacios
kamrdban. Ezek megzavarjak a homogén aramlasi .k¥geekezésiul a hasznalt puffereket
ugyanugy gazmentesiteni kell, mint a HPLC oldédastréultrahanggal, vagy hélium atbuboré-
koltatasaval).

A hordozdé puffer és a minta k6zotlirgség vagy viszkozitas kilénbségek a komponensek ross
keveredését és ennek kovetkeztében a savok kisdékxt okozzak. Céls#ea mintat is a
hordozé pufferben — azonos glicerin tartalommadlelflani.

Az 1. tablazat a zavar6 hatadsok kdvetkezményézraslahetséges kikiliszobolését tartalmazza.

Zavaro6 hatas Okozott hiba Tennivaldk
Szabad aramlas Savkiszélesedés - a Gr sz&dm cség&ent
-a hordoz6 puffer elektromos vezetésének csokkertés
Diffazié S&vkiszélesedés Sémérséklet csokkentése
-a hordoz6 folyadék viszkozitdsdnak novelése
Elektroozmézis Savkiszélesedés - a készulék falbraknasa
Adszorpcid Fehérje veszteség - a készllék falapakirsa
- detergensek alkalmazasa
Kicsapédas Fehérje veszteség - a puffer-rendszer megvaltoztatasa
Savkiszélesedés - detergensek alkalmazasa
- stabilizator
A hordozé puffer Aramlas instabilitasa -a hordozo6 pufferbg Ne bekeverése
gazosodasa -a hordoz6 puffer vakuum kezelése
Siiriiség kiilénbség Aramlas instabilitasa - mas puffer valasztasa
Savkiszélesedés - semleges anyagok adagolasa

1. tdbl4zat FFE elvalasztas technikai problémé&ilészobolésik.

A technikai részletek elemzése utan kozelitsuk még oldalrdl is a fveletet. Milyen pH

értéken célszérvegrehajtani az elvalasztast? A szétvalasztéslelyesen a molekulék toltése szerint
torténik, és csak kis hatdsa van méltomegnek. Telyan puffert kell valasztani, amelyben nagy a
molekulak kozotti toltéskilonbség. Erre nézve inféciot a fehérjék korabban mar elemzett pH —
toltés gorbéi (titralasi gorbék) adnak (4. 4bra).
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5.2.1. 3. abra Fehérjék toltése a pH flggvényében

Az abran bejeldlt fuggleges vonalak egy-egy pH értéknél segitik a tokémsszehasonlitasat.
Ezeken olvashaté le a toltéskilonbség is. A kdsdzxtéknél a harom fehérje titralasi gorbéi nagyon
kozel futnak egymashoz, igy nem szamithatunk j@laébra. A két kbzégsértéknél viszont a
kilénbség nagy, tehat az egyes komponensek jolnelkv&gymastol. & az ebjelik is kilonbos,
ami azt jelenti, hogy a celldban ellentétes irdnybgnak vandorolni, ami tovabb javitja az
elvalasztast.

Tomoren dsszefoglalva ez eddigieket a kovdtképpen hatarozhatjuk meg a FFE helyét a
miiveletek palettajan:

Nagy ebnye a miveletnek, hogy folytonos izemberiikddtethet akar napokon keresztil is.

Hatranyaugyanakkor, hogy bonyolult és draga készllék, aem |éptéknbvelhét egy cella
csak 40- 200 mg/éra fehérjét képes szétvalasztameptékndvelés egyeduli lelisege, hogy egy
kiszolgalo berendezés (tapegyseg, szivattyuk) tétiat is tud nikodtetni egy idben.

5.2.2. Gélelektroforézis

Az elvalaszté puffert ebben a valtozatban egy ljdrammobilizalja. A kdzeg nem aramlik, de
nem is |éphetnek fel benne zavar6 aramlasofélanyaga az esetek dértbbbségében térhaldsitott
poli-akrilamid, illetve agaroz.

A molekuldk (jellemden fehérje vagy DNS) mozgasara ugyanazok a maryaihrg
toérvényszeitiségek hatnak, mint azéebekben, de kdzeg viszkozitdsa helyett a gél kozegallasat
kell figyelembe venni. Az elektroforézis alapesetgéla molekulak mindkét iranyban, mindkét pélus
irAnyaban mozoghatnak. A gélelektroforézisnél ahgszanak teljes kihasznalasa érdekében arra
térekednek, hogy a molekuldk csak egy iranyba manads. A mintat jellem&en nem a gél kbzepére,
hanem az egyik szélére viszik fel, és a gél tdljesszaban futtatjdk. Ehhez az kell, hogy minden
molekula azonos — tipikusan negativ — tdltésgyen. A DNS fragmensek elvalasztasanal ez nem
probléma, hiszen azok savas karalkt&r A fehérjéknél kicsit bonyolultabb a helyzeteleet a
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koralmeények alakitasaval lehet anionossa tenni.efyik eljaras a pH ndvelése, adhitminden
fehérje, amelyre fennall a pH > pl anionosan disg#o Alkalmazzak még az SDS kezelést is, a
részleteit Id. ké&sbb.

A masik zavaré tényézaz, hogy az elektroforézis alapesetben mésabltés szerint valaszt
szét (5. abra). Ez a ké#iség zavaré tényézezért a technikai megoldasoknal arra térekedmety a
téltés hatdsat elnyomjak, és csak méret hataroegganfutasi tavolsagot.

Nagy meéretii,
nagy tihésii
mo lekulak

Nagy meéretii,
. Kis toltésii
molekulak

Kis méretii,
A nagytoltésii
mo lekulak
Kis méretii,
A Kis toltésii
molekulak

Gélréteg két Uveglap kozott

Terhaloésitott poli-
akrilamid gél

Oldalnezet Elolnezet

5.2.2. 1. abra Elvélasztas gélelektroforézissel

5.2.2.1. Mintaglkészités

A vizsgélando fehérjéket a gélre valo felvitedtel,maszkirozzak” és ,denaturaljak”. A minta-
elokészités soran bedllitjak a mintaiségét/viszkozitasat, glicerin vagy cukoroldat hez#&saval.

A gélben vandorlo fehérjék szintelenek, még akleon tathatdk, ha a gélt tveglapok fedik. A
futtatds ebrehaladaséat csak akkor tudjuk nyomon kovetni, haszines, jol lathato, kis molekulaju
markert adunk a mintdhoz. Ez altaldban brom-timglkde mas festék is megfelel. Mivel kis
molekula, ez halad a gélben leggyorsabban, a &fr@diciok ebtt.

A denaturélas ebben az esetben azt jelenti, hdefyéaje molekula szerkezetét rogaitiszulfid
hidakat redukal6 tiol-vegyuletekkel felbontjuk. &ra célra merkapto-etanolt, vagy ditio-treitolt
hasznalnak.

A maszkirozds SDS (natrium-dodecilszulfattal) thike Az SDS anionos detergens, a a fehérje
molekulak feluletére kddik. A pozitiv ionos csoportokkal ionpart alakit kzzel learnyékolja ezeket.
A negativ ionos csoportokat szabadon hagyja, ajeliészinén 1&§ apolaris feliletekhez pedig az
alkillancaval tapad, van der Waals-kotésekkel. Alekala méasik végén |évszulfonsav csoport
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negativ toltéseket kolcsonoz a fehérjének. Az &bilés reagensek hozzadadasa utan a mintakat
.befézik”, 6t percre forrdsban Iévvizfurdsbe allitjdk, ez alatt végbemennek a reakciok (6a)b
Mindennek eredményeképpen minden fehérje aniontegieé valik, mindegyik fehérje frakcié az
andd felé fog vandorolni. Az elvalasztasnal a Biglen6sége megsimik, csak a molekula mérete

szabja meg a futdsi sebességet. Az SDS a névadigk @ modszernek: SDS-PAGE = Sodium-
Dodecil-Szulfat-Poli-Akrilamid-Gél-Elektroforézis.

0 %

A merkapto-etanol
denaturalja a fehérjét

AP Az SDS rakit ik
SDS a feherjere

DAPAD  ANPANIAND

A ki malek ul3c grorsab- A onagy molekul3 lazzab
ban haladna: agélben ban haladna: agélben

5.2.2.1. 1. abra Az SDS mintéletszités folyamata

5.2.2.2. Keészilekek
A géllel kdzvetlenil érintkdz egység két parhuzamos, atlatszé lap (Uveg, vaipnyag), a
koztuk 16w 1-5 mm-es tavolsagot a keret allitja be. A géldaétiére a fesziltséget nem kozvetlendl a

fém fegyverzetek vezetik, hanem elektrolit kadakemnesztil jut el a gél teljes szélességében (7.
abra).
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A minta fekiele pipettaval

5.2.2.2. 1. abra Géltarté egység

A hajtéebt szolgaltatd téréisséget egyenaramu tapegyseg biztositia (50 — 500AV)
fesziltséget a programozhatd szabalyozd egységrokaljn, és a betaplalt program szerint
valtoztatja. A futtatas étehaladasat nematlen, hanem (Volt 6ra) egységekben adjdk meg. Ezzel
véaltoz6 feszlltség programok, illetve kulonb@izkészilékek is 6sszehasonlithatok. A késziilékhez
gyakran tartozik tt6 egység is, mivel az atfoly6 araréhatasa tulmelegitheti a gélt.

5.2.2.2. 2. abra Gélelektroforézis berendezésa(gtisfotd)
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A hételjesitmény fligg a gélbe zart puffer 6sszetéiklétkoncentraltabb séoldat jobban vezeti az
aramot, a nagyobb arandeség pedig melegedést okoz. Magasdirhénsékleten pedig:
- ergsodik a savok diffaziéja, ami miatt romlik a fellén
- melegen gazbuborékok jelennek meg a folyadékbait(ezoktak a puffert gazmentesiteni)
- amelegedés sosem egyenletes, rendezetlen diffiagtaramlast okoz

5.2.2.3. A gélek Osszetétele, fajtéi

Az elterjedt poli-akrilamid géleket legtdbbszorabdratériumban, kdzvetlenll a felhasznalas
elétt készitik el. Az akrilamid polimerizaciéjaval #aris lancokat kapunk, ez vizoldhaté polimer, nem
képez gélt. A gélképzéshez bifunkciés monomerré$-akrilamiddal kell kopolimerizalni, ez
keresztkotéseket képez a lineéaris lancok kozottbigvakrilamid részaranyaval (pl. 4, 8, 12 %)
jellemezhetjik a gél térhaldéssagat, azaz kozegulsat. A gél dallitasra jol bevalt recepteket
talalunk, mindegyikben szerepel a TEMED (= tetrahetiién-diamin), a reakcio katalizatora.
Sziikséges még egy iniciator (rendszerint ammoénierszolfat). A polimerizacié csak oxigénmentes
kbzegben megy végbe, ezért a reakcideléigh kell tzni a légkori oxigént. Ezt inert gazzal
(nitrogén, argon) valo atbuborékoltatassal oldthatpeg.

UH;=E‘-H . tH-_;=li:H IIJHE—'Ii}H—EHg—(IJH—EH-_;—flﬁH—
E:=D ||:=D Perszulfat F=D |C=0 F=0
WH NH - NH, NH NH,
EH TEMED I
Abritarmid P ok
i TlH2 ||4|-| NH,
E::D =0 G=0 Ii',.:lf]
| [
CH, =CH GHy— GH— GHy— GH— GHy — CH—
BIS o
Polkakrilarmid

5.2.2.3. 1. abra A poli-akrilamid gél kialakitdsa

A gél mérete 4*4 cmél 20*20 cm-ig terjed, szokasos vastagsaga 1-5 maszhlnak dan.
preparativ géleket is, ezek vastagsaga eléri a hét m. A gél tetején Uun. mintatarté ,zseb’-eket
alakitanak ki, ide pipettdzzak az egyes mintdkats@beket a gél dntésénél beillesztett, medietel
fogazott profila keretléc (,fé8) segitségével allitjak &l Egy 20 cm széles gélre akar 10-12 zsebet,
azaz mintat is fel lehet vinni. A mintaban a febésgikséges mennyiségét a kimutatasi médszer
érzékenysége hatarozza meg. Altaldbamgb fehérje még kimutathatd, tehat komponensenként
legalabb ennyit kell tartalmaznia a felvitt oldatna

A gélek beallitott 6sszetétele nem mindig allandéelges terjedelemben. A valtozas lehet
ugrasszdr (Iépc$s) vagy fokozatos (gradiens gélek). Eszerint meghibztetink homogén, gradiens
és disc (= discontinuous) géleket.

A homogén géligiisége (térhaldsitottsaga) mindenitt azonos. A gnadiélekben alisiség a
futds irdnyaban novekszik. Ezekben a fehérjék meizggbessége @k haladva egyre csokken. A
homogén gélek jellemzéséhez elegendy adat, pl. 10 % térhalositas, a gradiens géleigt adatot
adnak meg, pl. az 5-15 %-0os gélben a térhalositatéke a futdsi uthossz alatt &-15 %-ra
emelkedik. Mindkét tipusnak megvan a maga alkalsiairulete. Hasonlitsuk 6ssze ugyanazon
fehérjék futdsat homogén és gradiens gélben (18).8h homogén gélben az elmozdulés lineéarisan
valtozott, de mire a nagyobb molekulaknal jo feltdsh lehetne elérni, addigra a kicsik mar elérték a
gél végét, tulfutottak, egymasra torlédtak. A hogogélek tehat j6 felbontast adnak, de csdk sz
mérettartomanyban. A gradiens gélben @usbdés lefékezte az &l haladd molekulakat,
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megakadalyozta a tulfutdst. Minden komponenst 8lkeegy gélen elvalasztani, de rosszabb

felbontassal.

A vizsgalatok logikdja szerint &zor célszdr egy t4jékozodo vizsgélatot végezni gradiens
gélen, majd céltermék azonositasa utdn annak ataréoenanyat megvizsgalni nagyobb felbontasu
homogén géllel.
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5.2.2.3. 2. abra Futtatds homogén és gradienskgéle

A kulénbdz molekulatomedy fehérjék mozgasat a homogén és gradiens gélekitadikus
animacion is bemutatjuk.

5.2.2.3. 1. animaci&lektroforézis homogén és gradiens gélekben

A discontinuous gélekben dir§ség atmenet nélkll, Iépgsen valtozik. Ezekben a tényleges
futtatd gél folott egy tomodtgél szakasz van. Célja a viszonylag nagy mintagétban 16§ fehérjek
Osszetomoritése egy keskeny csikba, hogy azutatteads végén is jol elvald, jol észlelhesikokat
kaphassunk (11. abra).

remorscel [ 00| ]| (L] T

Elvalaszté gél- |

5.2.2.3. 3. abra Minta tomdritése discontinuoubge

A tomorits gélszakasz annyiban kulonbozik a futtatotol, hagiehérje molekulak itt sokkal
gyorsabban haladhatnak. A gyorsabb haladast ugiktiehetivé, hogy a tomorét gél kevésbeéisi,
és a benne Iévpuffer ionessége sokkal kisebb. A kisebb iopeség kisebb vezéképességet jelent,
ami nagyobb ellenallassal jar. A nagyobb ellenéllégakaszon az Ohm-tdrvény szerint nagyobb a
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feszlltségesés, azaz nagyobb a #&sgrg (V/cm) is (12. dbra). A gyorsan mozgo fehéaj@élhatarra
érve lelassulnak, ,bevarjak” egymast és ediksznaban vandorolnak tovabb.

| [
D D
Mintaoldat : Tomoérité gél @ Elvalaszté gél

&= O P
N Ki
v:zge\-jtéképesség VgetékéPeSSég G_)_, ®_> % \Tszge\-jtéképesség

5.2.2.3. 4. abra A disc gél elektromos tulajdorsag

5.2.2.4. A gélek kiértékelése

A futtatas sordn és végén a mozgoé fehérje foltak seabad szemmel nem lathatok. Ezért is
hasznédljdk a festék markereket, hogy vizualisarlelb®®5 legyen a futtatas @&ehaladasa. Az
elkészilt gélen a fehérjék lathatova tétele kérmatési eljarasokkal torténik. Az éldépésben a
fehérjéket savas reagensekkel (perklérsav, szadfofizay) kicsapjak, fixaljak. Ezzel
megakadalyozzak a tovabbi vandorlast, illetve &dibs szétteriilést. Ezt kdveti a festés, az egész
gélt meghatarozott dsszetdtdestekfirdbe helyezik, ideje félératdl 4-6 ordig terjedhek ésetek
tébbségében a festés utan halvanyitasi Iépés lerikilamelyben a felesleges festéket tavolitjak el
gélsl. A gél hattere eil kitisztul, a megfestett fehérjék savjai jobbaarkelkednek.

A leggyakrabban hasznélt festékanyag a Coomassie BR50. A Bradford-féle oldott fehérje
koncentraciéo mérési médszerhez hasonlban a feséték Kkesti a proteineket. Ezeket a szines sivokat
értékelhetjuk ki vizudlisan, vagy denzitométer twigjével. A festésre és halvanyitdsra sokféle
receptira van forgalomban. Eleny&@szadmban, de hasznaljak még az Amido Black és Gastn
festékeket is. A Coomassie festés érzékenységeraemidtett 5ug/csik, ekkora mennyiség mar
észlelhet elszine#dést okoz. Nagyobb érzékenyséay Ugynevezett ezlst-festés. A mddszer kémiai
alapja, hogy ezist-nitrdt oldatbdl a fehérjékre neafémezist csapddik le. Nagyon érzékeny
kimutatasi eljards (+2 nagysagrend), de nagyortatisegyszerekkel, frissen készitett oldatokkal,
tisztan kell dolgozni, kilénben minden barna legk. fehérjékre is kidolgoztak a DNS
elektroforézisnél mar bevalt blotting eljarast. Ekriényege, hogy a gélratviszik a szétvalasztott
fehérjefrakciokat egy raszoritott membranra (pllub@z-acetat, nylon), majd ezen immun-analitikai
reagensekkel mutatnak ki egy, vagy néhany kivastiskbmponenst.

Az elshivott géleket nehézkes tarolni, mert kiszaradmakedeznek, felkunkorodnak, azaz
néhany hét alatt tonkremennek. Ezért a kiértékelésgyidejileg célszek lefotdzni/beszkennelni. A
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tartéssag javithatd, ha a gélt glicerinbe aztapgm fog elparologni, kiszaradni), és atlatszéafdi
boritva kemény lapra szoritjuk. Az igy tartositgél egy-két évig is eltarthat6. A svéd Phast System
4x4 cm-es géljeit diakeretbe lehet foglalni, igydtithebk és tartdsithatok.

A gélelektroforézis célja a méret szerinti elvatasz A kis molekulak tavolabbra jutnak el, a
nagyobbak révidebb utat tesznek meg. A kapcsolataldasdgban nem lineéris, legjobban egy
logaritmikus fliggvénnyel kdzelithe{13. abra).

A gel vege
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5.2.2.4. 1. abra A futasi tavolsag és a molekulatiéapcsolata

Az Uthossz abszollt értéke nehezen reprodukdlkeatst minden egyes futtatasnal kalibralni
kell. A ,skala” létrehozésara ismert molekulatérndghérjék elegyét (kalibrald kit) is futtatjdk a
mintak mellett. A kapott savsorozat (,kalibraciGstra”) segitségével intrapolalva becsilhetjik a
ismeretlen fehérje molsalyat (14. abra).
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Stardamdok fehérje

5.2.2.4. 2. abra Molekulatémeg meghatarozésa katilds sorozat segitségével

Nagy gélek (8-10-12 minta) esetén a gél mindkélis§zaintatartd zsebébe altaldban kalibrald
oldatot tesznek, ezzel kikliszobolik a gél, vagegrérer esetleges inhomogenitasait is.

5.2.3. Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézisnél az elvalasztasi kjzegy kis atméijt kapillarisban aramlé
puffer. Az elektroforézist kapillarisban Kkivitelezviehetvé valik nagy elektromos tékgrség
alkalmazéasa is, mert

- akis keresztmetszet miatt az arafiseeg kicsi,
- aveékony kapillaris hatékonyan adja le a keletke.

Az alkalmazott feszilltség 10-30 kV, a tésség 100 - 500 V/cm kdzotti érték. A tésség
novelésével hatékonyabb elvalasztas értedt rovidebb id alatt (1-3 perc). A kapillarisok béils
atmébje 25-100um, hosszuk 0,5-1 m. Az egydimenzids kialakitas tmidticsenek keresztirdnyu
mozgasok, sem konvekcids, sem diffiziés mechanizatus

A kialakulo elektroozmotikus aramlas kovetkeztéb@nden komponens a negativ elektréd felé
vandorol, ezért a mintat a kapillaris pozitiv végiéniszik be, és az elvalasztott komponenseket a
kapillaris negativ vége kdzelében detektéljak éiBa).
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Kapilkiris

Elektréda Tapegr'ség
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A mintaadagolas ugy torténik, hogy a Pt elektroéista kvarc kapillaris pozitiv végét egy
mechanika egy rovid de a mintatartoba helyezi. A minta nyomaskulonbgeiglrodinamikus
adagolas) vagy nagyfeszults§égnpulzus hataséara (elektrokinetikus adagolas)lkekapillarisba. Az
automata mintaadagoloval (reprodukélhatosag) ategotatérfogat 1-40 nl.

A kapillaris anyaga az esetek tobbségében kvarcuwegt az atengedi a fényt, igy a UV
spektrofotometrias detektorok konnyen a rendszépietk. A kvarc atereszti az UV fényt, igy 280
nm-es hullamhosszon a fehérjék konnyen detektdthaMés elven rkods detektorok is
alkalmazhaték, mint a HPLC-nél is, beleértve azzatimancian, fluoreszcencian, elektrokémian és
tomegspektrometrian alapulé mérési médszereket is.

5.2.3.1. Az elektroozmotikus &ramlas (EOF)

A kvarc, illetve szilikat Uveg kapillaris felleteegativ toltés ionos csoportokat tartalmaz,
melyek vonzzak a pozitiv toltésllenionokat. A kapillaris fala kozelében Kettéteg alakul ki. A
kettosréteg egyik poélusa a kapillaris fala (helyhez #6toltés), masik polusa az oldatban van. A
folyadékban a toltéseloszlas nem egyenletes (difiteq), az ionos részek kozott oldoszer molekulak
vannak. A kapillarisra adott feszultségkulonbsétasdra a diffaz réteg elmozdul. A pozitiv toités
ionok a negativ elektréd felé vandorolnak, és miglkiszik az oldészer molekulékat is. A toltéssel
rendelked részecskékkel egyitt az oldészer molekulak is eéoidak, s igy annak ellenére, hogy az
anodd és a katdd rész kozott nincs nyomaskulonkéegnlas jon létre. Ezt az olddszer-mozgast
nevezik elektroozmotikus aramlasnak (16. abra).
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5.2.3.1. 1. abra A fellleti potenciél kialakul&dtott fellleten

A nyomas hataséra |étrejdkapillaris &ramlas sebességprofilja parabola alaksebesség kbzépen a
legnagyobb. Az elektroozmotikus aramlasnal viszorial mellett a leggyorsabb az aramlas, igy a
sebességprofil sokkal kézelebb all a dugattydsZzsamképhez, mint a parabolikushoz (17. &bra).
Emiatt nem jelentkezik a sebességkilénbség attahézott sdvkiszélesedés sem.

f_)\\ 0SR20 00CRC00000Da28E

5.2.3.1. 2. abra Elektroozmotikus aramlas sebgsséitja

A feluleti potencialok nagysaga a kapillaris anyzga ionizalodasatol flgg. Ezt pedig
befolyasolja egyrészt az anyagi se@g, masrészt a kdzeg pH-ja. Altalanos tapasztadgly savas
kozegben a fellileti toltés cstkken (18. abra).
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5.2.3.1. 3. abra A pH hatésa az elektroozmotikasésra

5.2.3.2. Az elvélasztas elve

A molekuldk mozgasénak leirasdnal kétféle sebesdéddle megkulonboztetni. Az alap az
elektroozmotikus aramlas sebessége, a kozeg mozZgésaszuperponalodik a toltéssel rendetkez
oldott molekulak relativ sebessége, a kbzegheomgiott mozgasa. A kéiteredje az adott anyag
abszolat vandorlasi sebessége a kapillarishoz képes

A folyadék sebessége a@&srban a feluleti potenciéltol fugg:

Vereds = Vgor + v,
Ahol: € - dielektromos allandé
4 - a zéta potencial nagysaga

n - viszkozitas
A folyadékra nézve is definialjuk az elektroforetikmozgékonysagot:

€<

Hgor =

A kapillarisban a toltéssel nem rendelkenolekuldk az elektroozmotikus aramlassal egyitt
mozognak, ezeknél nincs elvalasztas. Az ionos akyeigzont vandorolnak a folyadékban. A mozgas
mechanizmusa és matematikai leirdsa pontosa megikgge szabad folyasu elektroforézisnél
leirtakkal, a sebesség:

qE

v, == = E
on 3d]77 ILI

A rékapcsolt feszultségkulonbség hatasara az icittesukél fliggéen az andd vagy a katod
felé vandorolnak. A feszlltségkllonbség okozta teddé@retikus vandorldsi sebesség és a
kapillarisban Iétrejot oldoszer aramlas sebessége 6sszeadddik. A ptiititidi részecskék esetében
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a sebességek dsszeadodnak, a negativ (tékiésl, amelyeket a téker,visszafelé” hiaz, viszont
kivonodik (19. abra).
veredé = vEOF :l: vion
Altalaban az elektroozmotikus aramlas sebessége jtagyobb, mint az oldott komponensek
vandorlasi sebessége (mobilitdsa), igy mindegyjlagra katdd felé halad. Egy tipikus analizis soran
a kationok lépnek ki ékz6r, mivel vandorlasi irAnyuk megegyezik az elmkemotikus aramlas
irdnyaval.

5.2.3.2. 1. abra Szétvalasztas a kapillaris etdkirezisben

A kapillaris elektroforézisben a komponensek moagag, elvaldsanak jellemzésére hasznaljak
a migraciés id kifejezést. Fellletesen szemlélve ez hasonlé an&tografidban alkalmazott
retencios idhoz. A valésagban az elektroforézisnél nincs reéenuert nincs semmiféle szorpcios
folyamat, ami megkétné a molekulakat. A kromatogr#dl elképzelhetetlen, hogy valami gyorsabban
haladjon, mint az olddszerfront, az elektroforééisnszont minden pozitiv ion igy viselkedik.

A migréacios id azt az idtartamot jeldli, mely alatt az oldott anyag eljukapilléris elejédl (a
minta bevitele) a detektorablakig. Ez a tolttt eknilla vandorlasi idejét mondja meg egy adott
semleges molekuldhoz viszonyitva. Az ionos anyadmességét ut/itl formaban (v = I/t) felirva
kifejezhetjik g, latszolagos mozgékonyséagot:

_ 4 _l-E _1-L
y’a - “EOF y’ion - t - t. U
és ebBl a migrécios idt:
l-L
t =
K, U
ahol: I - Uthossz a detektorig
L - a kapillaris teljes hossza, melyen a fesggjtssik

U - fesziiltség
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mAU
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id6 (sec)
(384 5) Kation 38.4
Semleges 507
(507 s) Anion 93.1
05 10 15 20
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5.2.3.2. 2. abra Kapillaris elektroforézis felvéte

5.2.3.3. Miszaki paraméterek hatasa

Térerssség Az elektroozmotikus és az elektroforetikus aransébessége egyarant aranyos a
térelbsséggel, igy nagyobb feszultséget alkalmazva aalesiztas ideje lecsokken. A rovidebb
szeparacios itl jobb elvalasztast eredményez, mivel a tengelyiradiffuzio savszélesit hatasa
rovidebb ideig érvényesul. A feszultség novelésdoale-16 limitalja. Ha a 16 nem tud a kapillaris
falan keresztil eltavozni, akkor a kapillarisbamgdiranyt lbmérséklet gradiens alakul ki. Ennek
hatdsadra az elvalasztott komponensek visszakewkedkz optimalis feszlltség kisérletileg
megéllapithato: a feszultség novelésével a felli@pésség egy hataron tul romlani kezd.

Hémérséklet: Az elvalasztasokat altaldban 25 °C-on (kozel szdm@rsékleten) végzik. A
kapillaris folyadék-litése altalaban elegefich Joule-i elvetésére még nagyobb koncentracioju
puffer és nagy atméyi kapillaris esetén is. Tulmelegedés esetén cdiszékonyabb kapillarist

YTy

csokkentése is.

Viszkozitas:Mind az elektroforetikus mobilitds, mind az elektzmotikus aramlas forditottan
aranyos a viszkozitdssal. A viszkozitas @mirséklet figgvenye, aémérséklet novekedésével a
viszkozitas csokken, tehat az elektroforetikus Hitdlsi 5. Elvileg tehét célszér lenne a
hémérséklete ndvelni, de azebek szerint ez nem @hyos.

pH: egy részfl_csokkentése lassitja az aramlast, mert az ionagefek toltése csokken. Mas
részbl valtozasa megvaltoztatja az egyes fehérjék éifésnak mértékétsselsjelét is.

lonergsség:ndvelése rontja az elvélasztast, mert:
- csokkenti a zéta potencidlt (21. abra)
- ndveli az aramésséget, és ezzel a melegedést
- torzitja a csucs alakjat
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5.2.3.3. 1. abra Az ionésség hatasa az aramlasi sebességre

Kationos detergensekionpar képzéssel lefedik a kvarc felllet negatiltéseit, ezzel
megakadalyozzak az elektroozmotikus aramlas kitdakat

Osszefoglalva a kapillaris elektroforézis igen katd elvalasztasi technika, sokféle tipusu
elvalasztasi feladat megoldadsara alkalmas. Mintgigé kicsi, felbontoképessége eléri vagy
meghaladja a HPLC, illetve gazkromatografia hasoéitékeit. Kiting analitikai eszkéz, de az
elvalasztas utan a szétvalasztott frakciokat pan@énfogatuk miatt nem lehet/érdemes felfogni, még
anyagminta élallitAsara sem alkalmas.
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53 Porlasztva szaritas

A feldolgozasi niveletsor legvégén, amikor mar a piaci igényeknékir&soknak megfelél
allapotba hozzuk a terméket, kerll sor a szérit&zmte minden anyag specifikacidja tartalmaz a
viztartalomra vonatkozé megkotést. A nedvessédmaata vagy a szaritdsi veszteséget advev
érdekében korlatozzak, nehogy vizet vaséaroljorrggkés anyag araban.

A kis mennyiséti, nem kotott viz eltavolitasanak jellebnmivelete a szaritas, amelynek soran
a termékben |&vvizet a vele érintkezlevedbe parologtatjuk és visszik el.

A szaritas riveletével a Vegyipari fiveletek targy foglalkozik, ebben a tananyagban esgk

nagyon specialis teruletet, a porlaszt=

szaritast targyaljuk, mivel ez egy Kkalh
kiméletes, a biologiai anyagok aktivitas
nem csokkerdt szaritasi méd.

A széritds soran altalaban valamilye
szemcses/kristalyos szilard anyagbol p&
logtatjadk el a vizet/oldészert, ami az any.
feluletét részben vagy teljesen nedvesiti.
porlasztva széritds specidlis eset, en
folyadékcseppek feluletén megy végbe
péarolgas. Az anyag a szaritaséeidzisaban
sokaig folyadék halmazéllapotd (olda
szuszpenzid) marad, és csak a vegeér
amikor bepérlodik — alakul at szilard porr
A porlasztas kifejezeés itt azt jelenti, hogy
betaplalt folyadékot a szaritd levdse
diszpergaljak, apré cseppekre oszlatjak.
porlaszté fejen keresztul jut az anyag
legkamraba/szarité térbe. A felmelegitd
szaritd levegvel érintkezve lefékeik és
letlepszik. A cseppek fellletén megy vég
a parolgas. A teljes elparologtatas utan e
masik diszperziot, szallé port kapunk, amit
készuléekisl valo kilépés utan le kell
valasztani. Ennek tipikus eszkozei
légciklonok (15-20 cm é&tmével), illetve

ezek mogott még zsékos léfsk fogjak

Porlaszto fef
Folyadék Porlaszto levegd

Szllo por % C

Zsakos sziir 6

meg a maradék lebégort (1. abra).

5.3. 1l.abra A porlasztva szarit6 felépitése

A szaritas kulénb@mddszerei kozott a porlasztasrele, hogy:
- az aproé cseppekre osztott anyagnak nagy a fajldidlete

- emiatt gyorsan elparolog a folyadék

- emiatt rovid a kontaktii az anyag éterhelése kicsi
- ezaltal kiméletesen szaritja @&hzékeny anyagokat.

A szaritdban a cseppek egyszerre parolognak ésdiiep. Mindkét folyamatban meghatarozé
szerepe van a fizikai jellerbinek, a méretnek, a témegnek ésiaiségnek. A meleg levében

mozgd/lebed csepp parolgasa két szakaszra oszthato:
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Amig folyadékfilm boritja a fellletet, addig kdzélland6 a parolgasi sebesség, a tdmeg a
vizvesztés miatt csokken, a fajsuly ndvekszik, haldott anyagokiglisége nagyobb, mint a vizé (2.
abra, 6sszehasonlité értékek).

Csepp parolgasa

E
/ ‘---""‘"--... w— rAradds

1 7 > sehesség
/ = faiziily

m—timeg

] 0,2 04 .6 0.3 1
Viztatalom (Gsszehasonlitd édékek)

5.3. 2. &bra Fizikai paraméterek valtozasa a pgésl soran

Amikor a felllet ,megszarad”, mar csak a kapillarig tdvozik — lassabban pérolog, a témeg
alig csokken, a térfogat viszont allandé marad| etfajsuly csokken.

A keletked porszemcsék ritkan szabdlyos gémb alakuak. llgemd altalaban csak nagyon
hig oldatokbdl keletkezik. Toményebb oldat bet&dahal szabalytalan, igytt alakok, illetve belll
ures héjak keletkeznek (3., 4. abra).

Telitett oldathol Higabb oldathol

5.3. 3. &bra Bepérolt cseppekiképsds szemcsék
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5.3. 4. dbra Szabalytalan al

akul szemcsék

H6- és anyagatadasiiiveleteknél alapvétkérdés, hogy a mozgé fazisok hogyan érintkeznek

egymassal. A porlasztva szarité berendezésekrodyadik

és a levégaramlasa szerint egyenaramu

és kevert aramua rendszereket alkalmaznak. Az ellem&azért nem lehetséges, mert lévég a

szaritott por egyutt Iépnek ki a készulék{b. abra).

Levegd
Levegé eloszato

Szarito levegé
Betap

o
_J’-E&én'tb levegd

eloszlatd

Szarito kamra

Kilépé levegd

.
[}

]
Cikon

v
Termék

EGYENARAM

Fuvokas
porlasztd

\,¥

Betap
W  Szvattyl

KEVERT ARAM

5.3. 5. &bra Egyenaramu és kevert aramu

A porlasztds soran kulonb®zméreti cseppek ke
legnagyobbakat kell figyelembe vennink, mert
méretlk miatt ezek parolognak el utoljara,

porlaszraaité berendezések

letkeznek. A méretezésnél ezek kozul a
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- ezek Ulepednek a leggyorsabban,ezek toltik a legrovidebb & a késziulékben és ez

~ alatt arovid id alatt kell teljesen elparologtatni.

Igy a cseppek létrehozasanal, kialakitasanal mimalea d..-0t keressik, és erre méretezzik a
SZzAaritot.

5.3.1. A porlaszté fejek kialakitasa

A szaritas els és kritikus |épése a diszperzi
létrehozasa. A folyadékot tdbbféle, kilonboelven
miikddé eloszlatoval vihetjuk be a széritétérbe.
porlasztofejeket kialakitasuk és tikddésik szerint
csoportosithatjuk:

- favokéas
» mechanikus
» pneumatikus
- forgétércsas
» tarcsas,
» fuvékas,
> lapéatos

Fuvékas, mechanikus porlasztéfejegyfazisi
(csak folyadék, segédlevegnélkil) betdplalds. A
szivattyival benyomott folyadékot a fuvokaba
cirkulaciés aramlasra kényszeritik. Ez megvalésith
tangencialis betaplalassal, illetve megféldtiviteli
aramlas terél betétek alkalmazéasaval.

5.3.1. 1. &bra Mechanikus porlasztéfej

A porlaszté nyilas tengelye korul légmag kégik, a forgasban Iy folyadék a nyilasbol
kilépve kuppalast alaki dsszefidgiplyadékhartyat alkot. Alland6 sebesség és tétfogan mellett a

kapos szeéttertléssel a folyadékfilm vastagsagaeeggkonyodik, és végul cseppekre szakad. A
legnagyobb cseppek mérete az anyagi és geometiteingkon tul a kilépési sebesség négyzetével

forditottan aranyos (Béar-egyenlet):

_ 8Ko;,

max
P Vo
ahol: d — a csepp atnige
K — anyagi allandé
o — fellleti feszlltség
p — a folyadék &risége
Vo — kilépési sebesség
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A pneumatikus porlasztok ] j

Két fazissal nikodik, a betaplalt folyadékot a favokaba Segedlevego
segédlevedy aram segitségével porlasztjak. Kisebb folyadékragin Folyadék
igényelnek, és finomabb permetet adnak, mint a emrgikbs favokak. Az
anyag tulajdonsagainak valtozasara is sokkal ke&véskzékenyek.
Tapados, viszkdzus, szalas szuszpenzidk szaritgsdlk@almasak.

]

7

L

5.3.1. 2. abra Pneumatikus porlasztofej

"7
Vi

A maximalis cseppmeéret és a fuvoka atfremanya:

2 a 2 -0,45
dmax — k nfpf plevV D
D oD o;
ahol k ésa - konstansok
dnax ~ — alegnagyobb csepp atdiér
D — a favoka kilépési atméje
Ot — fellleti feszlltség
P — a folyadék &risége
Plev — a leveg dirisége
Nt — a folyadék kinetikai viszkozitdsa
v — kilépési sebesség

Mint lathatd, a cseppatmirez esetben is forditottan aranyos a kilépési séggel, de nem
négyzetesen, hanem kozel linearisan.

Forgotarcsdporlasztok. A porlasztofejek masik csoportja atékmalis et hasznalja ki a
folyadék szétoszlatdsara. A tipus alapja egy wimsgi sikban, nagy sebességgel potércsa,
amelynek fel§ fellletére adjak a folyadékot. Az a fellleten filinképez, és kifut a tarcsa szélére, és
onnan cseppeke képezve szakad le. Az egysikrtarcsat gyakran kiegészitik a peremen lapalokk
vagy résekkel (favokakkal)

A folyadék adagolasa a leldltg a tarcsa kdzepére torténik, ahonnan a cendfituget
hatasara lefut, vékony filmet képezve. Ha a tarczabalytalan film kégilik és a cseppek mérete is
egyenbtlenné valik. Ez a porlasztétipus eltédésre nem érzékeny. Iszapok, szuszpenzidk, paszték,
s6t félszilard anyagok porlasztasara is jol haszrélhaAdott tarcsatipus meghatarozott
folyadékmennyiség feldolgozasara alkalmas, alldodifulatszam esetén
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5.3.1. 3. abra Forgétarcsas porlasztofej

A folyadékmennyiség (terhelés) novelése eseténrasaatméit is novelni kell, ellenkez
esetben a képdott cseppek mérete valtozni fog. A maximalis ceemes itt is kifejezhed az eddig
hasznalt paraméterekkel:

0,46, 0,46, 0,08
d_ =k D™ "o,
max 0,54
VP;
ahol D — az aramlasi keresztmetszet jellémzrete (rés szélessége, film vastagsaga)

Dimenzi6 analizissel levezetve a kilonbdipusu porlasztofejek iikddési egyenletei tipustol
fuggetlenll egyformava valnak:

d _ _
max — k Re 0,08 W ;)646
ahol D — jellemé& méret (fuvoka atmér filmvastagsag, rés nyilasa)
es
2
— VDpf —_ plevv D
Re=——— Wekapilléris =
Hs O;

A legnagyobb mérétcsepp atmeéjének meghatarozdsa mellett |ényeges kérdés akémiet
cseppek méreteloszlasa, illetve atlagos &ljeds.

Statisztikai médszerekkel vizsgélva a szemcsék telészlasat megallapitotték, hogy az nem
szabalyos Gauss-gorbével leirhatd normdlis elaszlhanem egy maximumos, de aszimmetrikus
eloszlast mutat (9. abra).
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5.3.1. 4. abra A porlasztott cseppek méreteloazlas

5.3.2. A cseppelparolgas mechanizmusa

A cseppldl valo elpéarolgas problémaja tulajdonképpen szidmnl- és anyagatadasi prob-
léma. Ezek vizsgélatahoz a csepp Utjat ismét lkeddaszra kell bontani, most mas szempontok alapjan,
mint azt a fejezet elején tettik. A két szakaszbhéb a mozgas jellege, mas mechanizmussal
mikodnek a transzportok is.

Az els) szakaszfékat”, amig a fejBl kilépd, leszakadod csepp lelassul, és felveszi az allando
Ulepedési sebességet. A masodikisgpedési szakasahol a csepp allandé (relativ) sebességgel
Ulepedik.

A masodik, llepedési szakasz leirasa az egyisaerkezdjilk ezzel. Altalaban a Ranz és
Marshall egyenleteit hasznéljak:

Nu =2+ 0,6 Re”® Pr'/?
Sh =2+ 0,6 Re" Pr'/?

Ebbsl a Nu = Sh = 2 a tiszta diff0zid, az additiv taafjy a konvekcids transzport.

Kis cseppekre (d < 80m, Re < 0,9) az Ulepedési sebesség elhanyagolhatadditiv tag
eltinik. Ez a feltétel vizes oldatoknal mindig teljestivagy mar a porlasztasnal, vagy a parolgas
miatti méretcsokkenés kovetkeztében. Magasabbérsékleteken, intenzivebb transzportok esetén
korrekcios tényaikkel egészitik ki a Nusselt-szam kifejezéseét:

Nu = 3,32 Re"® Pr'/? Fr~*"" [AI% ! AT]

ahol: AH - a parolgash
G - fajhé alland6 nyomason

A fékut” leirasa bonyolultabb, mert mindkét fazigbulensen viselkedik, és ezek a viszonyok
a porlasztofefil tavolodva gyorsan véaltoznak. A hatasokat dsszefoglalva:
» acsepp koril az &ramlas nem laminaris
» acsepp még nem gbémb alakd, liktet, hullamzik
» acsepp belsejében is van aramlasééshszport
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» a parolgassal kilépg6z megvastagitja a fellleti hatarréteget

A hatarfeliilet hullamz6 mozgasa mindenfajta transzjelenség fokozasat eredményezi. igy
van ez a cseppek esetében is, amikor ahmitkulacio, a felllet hullamzd-oszcillalé mozgéas a
fellleti feszlltség helyi valtozasa utjan kivaltatbzgas az atadas intenzifikdlasdhoz vezet. A mar
kialakult csepp esetében azonban van egy minimddiet, amelyen alul a csepp merev gombként
viselkedik, azaz mindenféle feliletmozgas megatindk a kritikus cseppmeéretnek a hatarértékét a
Bond-Newton formula adja meg:

2
AP _ 2
(0]
ahol:  Ap - a diriiség-kiilonbség a csepp és a korfiygizeg kdzott,
o - a felUleti fesziltség.

Ha tehat a parolgas soran a cseppek mérete ezhaldrgrték ald csokken, akkor csak a csepp
koral aramlé leveg viselkedése szabja meg a transzportok sebességét.

A fékezds cseppek batadasara kezelliet egyszelf modell a Grafton-egyenlet, amely a
hatarréteg vastagsagat veszi figyelembe korrekéivges gyanant:

Nu = s¢/22d
ahol d - a csepp atntje
) - a hatarréteg vastagsaga.

A turbulens aramlasok kovetkeztében ebben—=
szakaszban a parolgas sokkal intenzivebb, mint| =
Ulepedésnél. Az egész folyamatra vonatkoztatvazeoks
viz ~90 %-a ebben a szakaszban Iép ki. Ennek nedggdal |
a készulek kialakitasat, a twelet kivitelezését erre
részfolyamatra célszemoptimalni. A 6 és a para atlépés| |
a csepp fellletén csak egy lépése a teljes trartazho Ha
a csepp nem érintkezik ké&limennyiséd széaritdé kdozeggel
és igy nincs jelen elegefidhéhordozd, az egyensuly
allapot gyorsan bekdvetkezik, a transzport lealkérE
célszeti a befavott meleg levéy kozvetlenil a
porlasztofe] kdzelébe juttatni, ezért kedsldz ennél a
szaritasi miveletnél az egyenaram.

A porlasztd szarité torony méretezésének modsz
kulonbddk. A térfogati lbatadasi ténydn alapuld
szamitas csak a toronytérfogatot adja meg, ésotetgs
L/D arany felvételét lehévé teszi. A fékezési szakag
nagy hatékonysaganak ismerete viszont tAmpontof g
geometria kialakitasdhoz. A készllék sugarat ugy
megvalasztani, hogy a fékezési szakasz ,beleférjén”
cseppek akar vizszintesen, akar ferdén, akar ive
mozognak, ne (tkdzzenek a falba lelassulasukt. el
cseppek mozgasat é$rhérséklet valtozasat egy tarcs
porlasztoval ellatott szaritbban szemlélteti adtia.

5.3.2. 1. dbra A cseppek mozgasa tarcsas porlaaato
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igy alakult ki az a gyakorlat, hogy a tarcsas aiéaval niikods szaritok L/D viszonya kozel
egy, mig a fuvokas porlasztdhoz karcsubb, magasablyok tartoznak. A lassulasi szakasz hossza
elgidlegesen a cseppek mérététiigg. A nagyobb témeg, illetve impulzus ndvelifékutat, a
keresztmetszet, illetve a kerilet pedig a kbzepgéllést, fékeé& hatast afsiti. A két hatas eréfeként
a fékezési szakasz hossza kbzel négyzetesen fisggpp atméijétsl (11. abra).
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5.3.2. 2. &bra A cseppatnignatasa a fékezési szakasz hosszara

Tehat ennél a megkozelitésnél is a legnagyobb &jtné@seppre kell méretezni, ennek
roppélyajahoz kell igazitani a készulék sugarat.

5.3.3. Szemcseméret

Joggal feltételezhét hogy a porlasztva széaritdsnél a kialakulé porsséin mérete aranyos a
bevitt cseppek méretével. Eilkdvetkezik, hogy a szaritott szemcsék méretedsszls megegyezik a
cseppek aszimmetrikus gyakorisag-fuggvényével. gnagyobb, illetve atlagos métietészecskek
mérete viszont Osszefuggésbe hozhaté az anyagiyeilltechnologiai paraméterekkel. Az egyes
valtozok hataséat elkozelitésben a mar vizsgalt Bar-egyenlettel értamatjuk.

_8Ko;

2
PiVo
A cseppek/szemcsék mérete az egyenlet szerint eggenaranyos az olddeluleti
feszultségéveEz dsszhangban van a kisérleti eredményekkebnkdl®y szaritando oldatok feluleti
fesziltségét fellletaktiv anyagokkal médositva aéketnek megfelél valtozasokat észleltek (12.
abra). Ha tehét sikerul a fellleti feszlltségetkksateni, csokken a cseppek mérete is. A kisebb
cseppek gyorsabban szaradnak, és adkigtzaprobb szemcsék szarazabb allapotban érilsEhrdto
falat. Ez a finomabb por kevésbé tapad ki a kégzdkra, viszont nehezebb feladat a kilépés utani
levalasztasa. Nagyobb hanyada szokik at a cikloannazutan zsékosisbkkel kell felfogni.

d

max
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5.3.3. 1. abra A szemcseméret és a fellleti fisggikapcsolata

A Bar-egyenletben szerépimasik technikai jellentza sebességez alatt cseppeknek a szaritd
leveds sebességére vonatkoztatott relativ sebességdit, atpi j6l mérhet valtozast okoz a széritott
anyag szemcseméretében. A folyadékcseppek kilépébességét j0 kozelitéssel megadja a
porlasztotarcsa kerlleti sebessége. Az egyenleditfdr masodfokl aranyossagot jelez, ami
6sszhangban van a Tanszékinkon mért adatokkal413pra).
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5.3.3. 2. abra A kerlleti sebesség hatasa a sgtipbr szemcseméretére

A folyadék beadagolasi sebességének ndvekedésgpkoneghatarozott érték felett a porlasztéd-
tarcsa a folyadéksurlédas miatt fékdai kezd, ezért forgasi sebessége csokken, edatyasolja a
csepp- ill. szemcsemeéret alakulasat.
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5.3.3. 3. &bra Linearizalt kapcsolat a sebesség éseppméret kdzott

A folyadék beadagolasi sebességének ndvekedésgkoneghatarozott érték felett a porlaszto-
tarcsa a folyadéksurlédas miatt féekeai kezd, ezért forgasi sebessége csokken, eAatyésolja a
csepp- ill. szemcsemeéret alakulasét.

Felmerllhet még a csepp- ill. szemcseméretet kiegoly anyagi jellentik k6zott aviszkozitas
esetleges befolydsa is. Ez a paraméter a Bar-egenl nem szerepel, és a kisérletek szerint nincs
érdemleges hatasa.

Befolyasolja a szemcseméretet a szaritand6 ktlatentraciojas. Ha az elporlasztott cseppek
mérete a koncentracié ndvekedésével véltozatlaradnar leszaritott szemcsék mérete a nagyobb
szarazanyag tartalom miatt jelésen novekedik. A koncentracido kozvetett hatasazoris mar a
(altaldban novekszik) annakiréisége is. Masrésdraz oldott anyag koncentracija befolyasolhatja a
fellleti fesziltséget is. Mindkét paraméter szergp8ar egyenletben, hatasuk ellentétes. Emiatt a
koncentracio hatasa a szaritott por szemcseméraéregyértelitn a mérési adatok valtozé hajlasu,
de monoton emelkédyorbeket adnak (15. abra).
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5.3.3. 4. abra A koncentracié hatasa a szemcsdmére
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Hoétani méretezés szempontjabdl alapvedraméter a szaritéved hdmérsékleteA cseppek,
illetve a porszemcsék méretére ennek nincs kimatéthatasa. A bioldgiai anyagok szaritasanal
viszont figyelembe kell venni a termékédrzékenységét. Szerencsére a szaritasi folyanmtotab
részében az anyag a cseppben oldva van jelen,ligmérséklet nem haladhatja meg a forraspontot,

100°C-ot, illetve a pedves Bméw hdmérsékletét
A szaritoterhelhefiségéta kg elparologtatott viz/6ra mértékegységben adljdd.

W (Hlevegé be Hlevegﬁ ki

) =w,,H

pdrolg dsi

A bevitt i mennyisége a levégérfogataramatdl (ez altalaban rogzitett, beépéeék) és a
belé® homérseékletil (ez szabéalyozhato) fugg. A kilépeved homérséklete terhelé&gdtfigg — minél
nagyobb mennyiségyvizet kell elparologtatni, annal alacsonyabb leSechnoldgiailag tehat az
alacsony kilépésidmeérséklet lenne célsZerde ezt megint csak az anyag tulajdonsagai szaivgk
Olyan kilé@ hofokot kell vélasztani, hogy az anyag ,elegénchértékben” megszaradjon — ne
maradjon benne a kivantnal tdbb viz, ne maradjgaasos, ne tapadjon a készilék és a ciklon
falahoz. Ezt a éfokot minden anyagra tapasztati aton, kisérletekk#imeghatarozni.

Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a potas szaritds a biologiai anyagokra jol

alkalmazhat6é rivelet, amelynek sok paramétere jol leirhaté az zmysBar-egyenlettel, de
ugyanakkor egyes tényézcsak kisérletes uton hatarozhatok meg.
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