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A bioreaktor definicidja

A bioreaktor olyan eszk6z, amelyben sejteket lehet
tenyészteni es megfelel 6 fiziologiai korilményeket biztositani
a kivant termek el oallitasa erdekeben.

A bioreaktor zart rendszer abbol a szempontbdl, hogy cs ak a
tudatosan alkalmazott mikroorganizmusok tenyesztése fo lyik
benne, mas mikroorganizmusok kizarasa mellett...

..viszont nyitott abbdl a szempontbdl, hogy anyagok (le veg o,
oxigen, tapanyagok) es energia (f Utés, htés, keveres)
betaplalasa és elvétele torténik benne.
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A bioreaktorok osztalyozasa

Szuszpenzios
bioreaktor

Bioreaktor

Szilard fazisu
bioreaktor
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Kevert tank reaktor
Stirred Tank Reactor, STR

Airlift bioreaktor

Buborék kolonna
Bubble column

Membran bioreaktor

Foto-bioreaktor

Fluid agyas bioreaktor

TOltott agyas bioreaktor
Packed bed bioreactor

Talcas bioreaktor

Forgodobos bioreaktor
Rotary drum bioreactor

Forgotarcsas bioreaktor
Rotary disc bioreactor




Kevert tankreaktor

— Stirred Tank Reactor (STR)

Szubmerz (felszin alatti) vagy Continuous Stirred Tank Reactor (CSTR)

mikroba, vagy eml 6s sejt
és ndveényi sejt
folyadékkultura

pH kontrol, sav lug

nagyleptek U adagolas
tenyésztesere. )

Kevero
Hasonl6 a kémiai Habtor & TR

reaktorhoz — hengeres
alak, acél test (kisebbeknél
tiveg), keveressel,

leveg 6ztetessel,

érzékel okkel,
szabalyzokkal, csatlakozo
helyekkel (port) és
sterilezésnél alkalmazott
alkatréeszekkel
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Terel 6 lemezek
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BAFFLES —

Goz ki/be

Leveg 6ztetd cs6
(sparger)

Leveg 6 szliré
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A kevert tankreaktor (folyt.)

A munkatérfogat kisebb, mint a teljes térfogat. A fejtérfogat kell
habternek, és a folyadek ,hold-up”-nak.

A homeérseklet szabalyozasa a kbpenytéren, vagy cs ospiralon
keresztul.

Kever 6elem a homogeén eloszlas biztositAsahoz és aleveg 6

bekeverésehez. Nagyobb reaktornal, azonos tengelyen tobb is.

Torolemezek (baffles) novelik a turbolenciat, keverési tolcsér
(vortex) kialakulasanak megakadalyozasa.
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A kevert tankreaktorok kever oOi
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Rushton turbina

A Rushton turbina nagy nyiréer 06k kialakitasara
kepes, amely kis buborékméreteket, ezen
keresztll nagyobb viz-leveg 6 felliletet biztosit,
de karos lehet az arra érzékeny sejtek

esetében.
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A kevert tankreaktor geometriaja

H, /Dy

W. /D,

H, /D,

W, /Dy

1,0

0,2

1,0

o
tordlemez

Térfogat: 1 — 500 000 lit.
(eml 6s sejteknél

kb. 20 000 lit.-ig)
Geometriai aranyok
lenyegesek a

leveg 6ztetés és a
keverés szempontjabol.
Pl. magassag : atmér o6
arany 1:1-tal, 6:1—igl.O
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Kevert tankreaktor folyt.

Leveq 0ztetés kompresszorral (olaj és vizmentes), a
terfogataram mérése arammeér ovel. Leveg 0 sterilezése
szuressel. Bejuttatas leveg ©6ztetd csovon, a cs 6 vegen
egy nagyobb lyuk, tobb kis furat vagy szinterezett tv eg

pH szabalyozas: elektrod er 6sitéhtz és szabalyzé
aramkorhoz kapcsolva. Sav v. lug automatikusan
adagolva szabalyzasi igeny szerint.

Habzas elkerulése : habérzékel 6 szonda, feliiletaktiv
anyag (pl. szilikonolaj stb.) adagolasa.

Csatlakozo nyilasok : elektrodak, adagolasok, mintaveéetel,
urités
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A sterilitas biztositasa a tengelyek mentén

Inside
fermenter Q

Disc on
rotating shaft
sealed against
fixed disc

&L_J) Outer

magnet Inside

fermenterQJ)

Mechanical stirrer sealings with magnetic seal (left) and steam seal {right).
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tenéely
CSUSZOFELULET motor, attétel
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Buborek kolonna

Sparger

Airlift bioreaktor
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Membran bioreaktor

C%X BIOREACTOR . MEMERANE FILTRATION
y Watlewalar J1, Aurafion Inrwdw +J1. Aeration Mombrone Sytem
i Q

nutrient

sugarl
BIOREACTOR MD

Alkohol termelés éleszt ovel

Olaj és gazipari
szennyviztisztitas
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Foto-bioreaktor
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Fluid agyas bioreaktor Toltott agyas bioreaktor
(Fluid bed bioreactor) (Packed bed bioreactor)

Gas in

Ligquid in Liquid

~distributor

Water in

\ ,, i \: Packing
R

Gas bubble\

Solid particle.

Distributor

Liquid out
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Talcas bioreaktor Forgddobos bior. Forgotarcsas bior.
Rotary drum bior, Rotary disc bior.
A
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A mikroba szaporodas alapdsszefiiggései

BINARISAN OSZTODO ' 1=Xy*20
MIKROORGANIZMUS
. ' 2=X*21

10 08 2

AARARRR X
poogogeoaoenan

n.a generaciok szama
X=X,2"

n=1

n=2

n=4

>
1
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A mikroba szaporodas alapdsszefiiggései

Sejtszam db/ml

t ~

N1 = — a generaciok szama N, X
2 Generacios id 6 - doubling time \
generation time Sejttomeg: sz.a.
t mg/ml, g/l.kg/m 3

X = x29—x2n

/\dx

— = U.X
at X

M: fajlagos novekedési sebesseg
MONOD, 1942
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A mikroba szaporodas alaposszefliggesel

v : fajlagos
_ In 2 szaporodasi
tg — sebesség
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A mikroba szaporodas alaposszefliggesel

X = xoe“t --f

X0
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A mikroba szaporodas alaposszefiliggései

X
EXEA';’JOS”EN‘ STACIONER
FAZIS
LAG GYORSULO
SZAKNSZ [|MIVERE:
ggﬂmsz HANYATLO FAZIS
)

t
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5%5 Rannsnnsannim s ppma mesannsenninsyy DME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

; e s Ef
TR A = S AT Tt




A mikroba szaporodas alapdsszefiiggései

Mi az oka a hanyatlo fazisnak?

1. Tapanyag limitacio

2. Toxikus metabolit termék(ek)

3. Helyhiany A
u p'max
_____________________________ e
p'max L E
MONOD- modell 2 | i
| :
S | :
I I
=L ; :
Max S | :
-+ | :
Kg : : \
Ks Skritikus G
'*“"'m""‘-“"wm,, T
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A mikrobaszaporodas alapdsszefliggesei

Melyik lesz a limitalo szubsztrat?

A EERM.IDEJE F'ERM.lDEJE
| Haax-cccoeeee g Lol e—

N-forras ;

Y

Mmax
FERELIDIEIE A FERM.IDEJE
] E--t u ————— -u-max - - | —
1
:
9
:
:
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MONOD modell-csalad @ GAEDEN-féle termékképz o6dési tipusok

Primer acs. termék zekunder acs. terméek
X X
P P

Novekedéshez nem kotott

Novekedéeshez kotott Vegyes tipus

Mx
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.:!r.m-.n ERRARERR) i
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MONOD modell-csalad A termékkepz odeés kinetikai leirasa

LUEDEKING — PIRET MODELL : _dpP — dx + X
Tt Tt
1dP s+
xdt " "
HpA
| 1. tgp=a
o ;. a>0és =0 novekedeshez
; kotott termekkepzodés
B
II. a=0és >0 novekedéshez nem
B N\ kotott termékkepzodés
1.
I
Ill: a>0 és B>0 vegyes tipusu
. fermentacio.
Mx
:@,____
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Tenyesztési modszerek: Sejtek szakaszos tenyésztése

Kevert tankreaktor log X 1
szubmerz n
tenyésztés

o

{a]
>
|

» Time
Lag Exponential Stationary

Accele- Declining
rating

. Schematic representation of growth phases in a batch process.
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TR A - S AT Tt

[ = ;
5%5 Raimsansnnnim ;ama mireannananannigiy DIVIE Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdny Tanszék




Tenyesztési modszerek: Folyamatos tenyésztes

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyéesztés
folyamatos atfolyassal, sejtvisszatartassal, vagy se  jteés
termék visszatartassal.

Higitasi sebesség: 0.6 - 2.0 / nap

a ) C I
| Gyljt 6-
Tapoldat tank Visszatarto ta;t)arly
4000 L egyseg
1000 liter
S ) 250 L bioreaktor \_ Y,
N
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Folyamatos tenyésztes

) P.
f g S, S, X /é f
7 I &
) | v
F D
S, X V N/
: Y
B u .
: D: higitasi sebessé
2l g g
Friss apolda CSTF “leerjedt”
fermentlé
P- szivattyl
sejttbmeg: dx
=Y

\% X :V(%j - f.x -
dt dt n3vekedZs dS

Y: hozamkonstans

i-edik szubsztrat: ds _ 1 (dxj
vIS _ s gy 1 (X
dt (SO S) Yx/S, dt ndvekedés
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Folyamatos tenyésztes

Az el 6z6 ket egyenletet osszuk el V-vel:

Egy limitalo szubsztrat esetében: Az allandésult allapot
dx _ _ S szukséges és elégséges
dt = HX— Dx = (,U_ D)X - (lumax KS +S - DJX feltétele:
dx dS
dS ( ) HX —=0 és —=0
— =DI\S, - S|]-—
dt 0 v dt dt
u=D
S . K.D
D=yu__ illetve =
KS T S :umax
D
DS, - S)=% X=Y(So-) \{So_ s j
Hmax — D
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Folytonos fermentacio

Tranziens viselkedés
Indulas szakaszosrdl, atterés a folytonosra

LAG | Oyorsulé nove- | €xponen-,  hanyatio
X o kedési 5 c!a!ls : fazis -

. szakasz Tos 275 e D=p

: i l"\‘:} S 3 IJ i ’ - -
1 Mindig csak
Allmdosult It Uzemelhet!
| allapot
D=p
:Ailmdﬁsuit
\ allapot
“._ | KIMOSODAS
‘ ido

folytonositas

|
PRERRAREF R i
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A rataplalasos (Fed-batch) tenyéesztés

A hanyatlo fazis meghosszabbitasakent értelmezhetjik a fed

batch technikat, allando__, valtozd vagy periodikus _ modon friss

tapanyago(ka)t adagolunk a rendszerbe, elvétel nincs,

allanddéan ndvekv 6 térfogat.

alacsony allando szint G S koncentracio (pl. éleszt o6fermentacioban,
glikoz represszio elkertilése),

magas allandd S koncentracido (pl. citromsav fermentacio ban)

prekurzor folyamatos adagolasa (pl. penicillin gyartasba n fenilecetsavy,
v. triptofan gyartasban indol)

33
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A fed-batch tenyesztés névekedesi gorbeje

p o Sejtkoncentracio
K/u Fajlagos nov. sebesseg

P( ga] Termékképz. nov. kotott

P(nga) Termékképz. nov. fuggetlen

Sn Nem-limitalé szubsztrat

S(gls) Limitalé szubsztrat
-
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A rataplalasos tenyésztes leirasa

Valtozas = Bevitel - Higitas + Termelés + Fogyasztas
dX F
-—X + LX
dt V H
dS F F
— ——8S —Qs X
A Vv s
NGv. kotott dP _ F
termékképzédés > — -—P +Qp X
dt \%
sejttomeg

id 0

szubsztrat betaplalas sebessége [tdmeg szubsztrat/(térfoga t.id 6)]

a fajlagos nov. sebesség [id 6]

termék tomege

X

t

F

V terfogat
Il

P

S

szubsztrat tomege

d, |fajlagostermékképz o6deési sebesség [tOmeg termék/(tdmeg sejt.id 0)

My termékképz 6dési sebesség [tomeg termek/(terfogat . id  8)]

g, |fajlagos szubsztratfogyasztasi sebesség [tOmeg szubsztrat/(t 0meg sejt . id 9)]
N S—
i e R PRI = et Rl L - . S . .
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A tenyésztesi technologiak 6sszehasonlitasa

Number of Viable Cells

25 -

E

20

o

(& ]

S 15 -

x

@90 -

S Batch

= 5- —e—Fed-batch

1]

= J-\.-f‘/ Perfusion
D I T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Culture Time (d)

Product Mass

3000 -
=g Fod-batch (Final wvol 1 L)
2500 -
Perfusion (1 L/day)

Batch (1 L)

Ab mass (mg)
= o o
&8 8 B

EED ] ’-/.’\ £ ]

Antibody Titre

0 3 G 9 12 15 18 M
Culture Time (d)

g

700 -
600 -
= 500 -
-E-dt]-[] | Batch
:‘:5 —8—Fed-hatch
e 300 + Perfusion
< 200 -
100 -
0 == r : : : : r !
0 2 4 G a 10 12 14 16
Culture Time (d)
Perfusion : 2600 mg
Fed-Batch : 620 mg
Batch : 180 mg
EIT 3[]' 36
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A fermentacios eljarasok optimalizalasa

Taptalaj 6sszetev 6k (inokulum , f6 taptalaj)
Oxigénellatas (keveres, buborékoltatas)
Hoémerseklet

pH

Inokulum (oltotenyészet) mennyisege
Inokulum kora

Tenyésztes ideje

Indukci6 (ha van) id épontja

Betaplalas ideje es sebessége

Fermentor felepitése

EIMINIENS  BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Itt jarunk:

Biotechnolégiai
Miveletek

Biokémia
Anabolizmus

DMS szintézis
Transzkripcio

Mikrobiologia
Mikrobiologiai
modszerek

#+— Feldolgozas

Mikroszkdpok

Transzlacio Lab. eszkozok

térzsfejlesztés
+—— Katabolizmus

Glikolizis
Citratkor
xidativ foszf.

arolas Levegdztetes, Keveres

identifikalas
#4——— izolalas, screen

Szaporodas,

Tenyésztési modszerek
<«—— Mikrobiol.

tortenete
Eldlények
felosztasa

Szervezodes
makromolekulakka
Fehérjék

DMS

44— Bioreaktorok

Reakciokinetika

(Michaelis-Menten, >
Briggs-Haldane)

Sejtalkotok

membranock ————
transzp. foly.

Definicio

Torténete —», Enzim nevezéktan 4

DMS kromoszama
citoplazma

Inhibicio — aktivacio —»

Enzimek felhasznalasa
termékként

Sejt szervecskék Aktivitast befolydsolé — 4

tfal . . tényezdk (pH, Hémérséklet, sth. . .
e Biotechnologia YEZOK [pH, Homérseidet, sto.) segédanyagként
seftmag » Heterogén fazisu
ER. Golgi— enzimreakciok ) , .
mitokondr B enzimek osztalyozasa
Immobilizalas

madszerei enzimvizsgalati modszerek

Sejttan Enzim katalizalt

reakciok

Biotechnolégiai alkalmazasok

Antibiotikumok

Szteroidok

Vakcinak

Monoklonalis antitestek

Szerves savak és termékeik
(Tejsav, Borostyankdsav, stb.)

Glicerin és termekei

Rovarirtas

vegyipan, kdmyezetvédelmi, analitikai
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Az oxigen felhasznalasa eukariota sejtben

wh
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Oxigénellatas fermentlében

O, alacsony aiititzdtssapll aaidbben —— Fallyamatins D, betaplalas kell

dc _ K, a (c*-c) - ax

dt/ \

flokkuium bevitel fogyasztas
- (OTR)
0 K, — az ered 6 folyadékoldali tomegatadasi
“gomba pellet

téenyez 6 [cm.s -1],

( egyedi sejt a — térfogategységre jutd anyagatadasi feltlet
A z oxigen utjanak leglassabb
lepese a gazfazisbol a

folyadékfazisba valo atmenet.

[cm2.cm=3=cm 1],

K_a— ered6 folyadékoldali (térfogati)

oxigénabszorpcids egyutthato[h-1],

C* — telitesi oxigenkoncentracio (mg/dm3),
C — az aktudlis oldottoxigén-koncentracio 4°

& il (mg/dm3).
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Oxigénigény és leveg o0Oztetés

Az oxigén is lehet limital6é szubsztrat
A mikrobak oxigénigenyét két moédon lehet megadni:

dc
1. légzési sebesség = — [kmrgoI/O%/ (rj]m?’.h],
dt [kg O/ m=.h]

2. fajlagos légzesi sebesseg Q = 1 E

[ht]

X dt
dx
dx 0 C . AX dat
R mMax Y — > Y — Ul
dt Ko, +C °  Ac °  dc
~ - _ > at

~ -

| A A
T il SO "




Oxigénigeny es leveg oOztetes
dc_ 1 dx_ 1 C

DI = = Mmax X
dt Y, dt Y, Ko, +C

QL Qmax
Mmax — fajlagos ndvekedési sebesseg
Yo — ered 6 oxigénhozam (az elnevezes kissé zavaro, hiszen itt nem
oxigen-el oallitasrol van szd); jobb az oxigénre vonatkozo ered 6 hozam

kifejezes)

Qmax — maximalis fajlagos oxigénigény vagy maximalis fajl agos legzési

sebesség

Koo — OXigénre vonatkozd szubsztrattelitési allandé (Monod-m odell)
A-A__;-Hh 42
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Oxigénigény és leveg o0Oztetés

nulladrend

kinetika
elsorend G
kinetika
: »
Ckr C

Ckr — kritikus oldott oxigén koncentracio
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reakciok
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Glicerin és termekei

Rovarirtas

vegyipan, kdmyezetvédelmi, analitikai
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Sterilezés

A sterilezés alkalmazasanak céljai:

 Annak biztositasara, hogy az eljaras csak es kizarolag
mikroorganizmussal zajlik le, igy kerilve el a hozamcs
versengeést a szubsztratért

 AKkornyezet szennyezésenek elkertlésére

a kivant
oOkkeneést és a

o AVégs 6 termék lebontasanak elkertlésére, pl. idegen mikr6  bakbal

szarmazo enzimekkel

 AVégs 6 termék beszennyezésenek elkerilése pl. lazkelt
anyagokkal.

tensies - NN 2

spniatnmess

O pirogén

Ei.ﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek
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A sterilezes végrehajtasa

- Idegen szervezetek fizikai eltavolitasa (sz  (rés, centrifugalas)

- hovel

- sugarzassal

- Kémiai anyagokkal

- Extrém paraméterek alkalmazasaval pl. pH, toxikus ve  gyszerek,
hémerseklet

Az eldlés mechani zmusa
ho (protein, DNA, RNA,; fontos a viz jelenléte v. hianya )

sugarzas
- UV (pyrimidine dimerek keletkezése),
- gamma-sugarzas, Rontgen sugarzas (DNA feldarabolas
és/vagy peroxidok és szabad gyokok keletkezése)
- vegyi anyagok (oxidalo és alkilalo hatas, de gyakran
karcinogén hatas is)

e Lt
= RS TR R IR
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A hésterilezeés kinetikaja

sejttbmeg Y,
idé

a fajlagos nov. sebesség [id 6]
abszollt sejtszam

hoépusztulasi sebesseg

~|z= || X%

Time Time

b mnmee e rans o INRURIOIM in 7 2 nm R R e e NI Al 5 o RN T g e s o
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A hosterilezés gyakorlati kivitelezése

Szakaszos sterilezés:

Holding

autoklav,

Cooling

Temperature

kozvetlen g 6zbevezetes,

kbzvetett f (ités
(nagy téerfogatoknal tul lassu) e

Folyamatos aramu sterilezés

S Holding coil

1.) gyors felf Gtes
) gy Raw o ——— ! Heat exchange

2 ) h 6 ntartéS medum g : sterilizer
v

20 20

3) gyors h ﬁtéS SeC 23 min_sec Economizer

144 °C ]

b
1L 4

Water cooier
4

Temperature

b |

27 e — (6) *

Sterile medium

Time (b) Indirect steam heat -exchange system
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A ho sterilezést befolyasolo téenyez 6k

A fert 6z6 szervezetek fajtaja

Darabszama

Ossztérfogat

Tapkozeg fajtaja

A tapkdzeg komponenseinek h  6éerzekenysege
A sterilitas kriteriuma

Szakaszos v. folyamatos sterilezés

Hinaniayy BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék
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Sterilezés sz uréssel

Melységi sz Uird (szalas anyag, pl. Gveggyapot, gyapot, asvanyi szalak
celluloz, fémszalak)

N/N, = eX®x x - szilirévastagsag

Az x kiszamithatd — szukséges parameterek:
Teljes sz Girend 6 mennyiség, pl., 10 m 3/min 100 6ran keresztil: 60 000 m 3
A leveg 6 linearis sebessege, pl., 0.15 m/sec.

A leveg 6 szennyezettsége, pl., 200 mikroorg./ m
A sterilitas kritériuma: pl., 1 microorg./ 10 000 m

3

W Depth or Media Filtration
"
L] “es P S e e e
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Sterilezés sz uréssel

r r

Membran sz (rok (abszolut sz Groék 0.2-0.45 pm porusmerettel)

eltavolitja a baktériumokat és a naluk nagyobb él 6 szervezeteket leveg 6bal,
gazbol v. folyadékbdl

Cross Section of ﬁmmtlcal Membrane

» \:husﬂ/\'
N y [ % imported PP support
‘PORE" : [7_:___._;_; et
\, ’

Schematic Microporous Membrane Structure
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Termeékek kinyerese, tisztitasa - Downstream  processing

1. Sejtek elvalasztasa — szilard-folyadék elvalasztas
mas szilard anyagok: taptalaj-szemcsek, CaCO ;, kristaly-fermentacio

Jellemz 6 muiaveletek:

Szirés
outlet ?‘j ‘ ?
o H e . 214
e [l T2 Centrifugalas
;‘2 heavy liquid - : .
== il 1 1 O i
; = REDUCESFLOWT
5 H j
3] ) V4 7 -
e
1 a2
~- (Ulepites) Ll
inlet PERMEATE PERMEATE
e . Tangential (Cross) Flow Filtration Dead-End Filtration
GF Separation Centrifuge {high permeate rais) (low permeate rate)
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Termeékek kinyerese, tisztitasa - Downstream  processing

2. Koncentrald lépés(ek) — a nagyobb mennyisegben jelen léev 6

szennyezeseket, els ésorban a vizet valasztjuk el.
Jellemz 6 muveletek:
Extrakcio
Adszorpcio
Membransz res
Csapadékképzes

(beparlas, desztillacio)

54
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Termeékek kinyerese, tisztitasa - Downstream  processing

3. Tisztitds — a termék és a szennyez 0 anyagok elvalasztasa.

Jellemz 6 miveletek: Extrakcid, Adszorpcido, Membransz  (irés,

Kromatografia

4. Veqtisztitas (polishing )— a terméket a kereskedelmi forgalomba hozas

eléirasainak megfelel 6 tisztasagig tisztitjak.

Jellemz 6 miveletek: Extrakcio, Adszorpcio, Membransz  (rés,

Kromatografia, Kristalyositas, Szaritas
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Fehérjék kromatografiaja

loncserés krom . — a fehérjék eltér 6 feluleti toltése alapjan
Gel sz lirés — eltérés a fehérjék tomege és alakja kozott

Affinitas krom . — biospecifikus kolcsonhatas a fehérje és egy
alkalmas ligand kdzatt, pl. antitest — antigen

Hidrofob kblcsdnhatas —  a feliileti hidrofobicitas alapjan

Kromatofokuszalas — izoelektromos pont alapjan
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A kromatografias elvalasztas alap Iépései

Bl Visszatartas nélkili komponens

| ]  Mozgb fazis

O Részlegesen visszatartott komponens ) _
/0 Al fazis

@ Teljesen visszatartott komponens

ﬁ' T ——— LT 81
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Geél szurés

Mixture of
3 proteins
sEsiiss
Carbohydrate OO0 & o
polymer bead -_ | *'JJJJ.:-I ' G{%ﬂ{ﬁl }@ 'a@
™ it et
Small molecules :a S Sl N C‘%%:J %%%
enter the 2. & 3 5
aqueous spaces * R DG GD
within beads 22 W/ 5
4 J
- A"
Large < Porous
molecules — | beads
cannot enter %
= B
beads % A
= o
k=
=
3
g
FI‘E&Y dlrﬂml}ﬂ Bad -1?5[!-.".!!.33 .ilﬂb.l:".lﬂl I | F5 II.I'EI.
ol (ahors] Janen] dakonst
Exnchusdnd
TP

Violume eluted
=

Tyrigrs AT Pemmp el e b A ey e
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lon cserés kromatografia

A fehérjek toltéssel rendelkeznek, kivéve az izoelektr ~ omos pontjukat (pl).

A fehérjek egy adott pH-n kilonbdz 6 toltésel rendelkeznek az eltér 6
aminosav 0sszetételt 6l fligg 6en.

Pozitiv toltésluek pl alatt, negativ toltés ek pl felett

A fehérjek kapcsolatba tudnak lepni a szilard fazissa |, ha ellentétes t6ltése
van.

Leggyakrabban toltéessel rendelkez 6 celluloz v. agardz matrixot
alkalmaznak.

A hordozohoz ko6tott fehérje elualhatd a sékoncentracio v. a pH
megvaltoztatasaval. Néha erre gradiens valtozast haszn  alnak.
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lon cserés kromatografia

solvent 1 solvent 2

™, .
sTRRER| Capillary

AHICH E}{EHAHGEF! CATION EXCHANGER

4 —
[ ] T

E-!-EII II\ _'llljllrcﬁ 3 EH_. / .___!
|- o

0d = | | o~

.“-.b'a:ul'hanw ai 13Inm
LICIC [

: |I LT harides ™
| :f_"' / N

| ﬂ"-.,_ -—31
| i
\\\,f’ AN \‘\ t
Irul-'.' T L | T | :

T (rmind
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Hidrofob kromatografia

A 7 hidrofob aminosav kulonb6z 6 mertékben talalhato meg az egyes
feherjekben.

Amino Acids with Hydrophobic Side Chain - Aliphatic

N NH, O NHy O
: _|H=EE__':!H CHiCH,CH GH_ E—oH ma?umz&q-.-l':':—ou Mﬁﬂmg-m
CHy CHy CHy
Alanine, Ala, A |soleucine, lle, | Leucine, Leu, L Valine, Val, V

Amino Acids with Hydrophobic Side Chain - Aromatic

an. <o ke wf¥a Ll

Phenylalanine, Phe, F Tryptophan, Trp, W Tyrosine, Tyr, ¥

A legtobb hidroféb AA a fehérjek belsejében van, de foltokban a felszinen is
eléfordul. A hidrofob AA-k kapcsolatba tudnak Iépni hid rofob matrixokkal.

So6 adagolasa noveli a feherjek hidrofobicitasat. Ezé  rt a matrixra magas
loner 6sseg U oldatban viszik fel. Csdkkentett sbkoncentracié mell ett, vagy
oldoszerrel, vagy detergenssel elualjak.
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Hidrofob matrixok
Leggyakrabban keresztkdtéses agaroz gel fenil v. octyl csoportokkal
kapcsolva.

Phenyl sepharose
OH

| Sepharose |— O CH, CH CH- O / \

OH

Sepharose O CH, CH CH, o (CH»); —— CHj;

Octyl Sepharose

e e Tnindpisinl =
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Affinitas kromatografia

.....
e ".'.I'-:

v
------

= |‘-". ™
F ity e

A fehérjek és egy matrixhoz kotott ligand

<+— kapcsolodasan alapszik:

Pl. enzim — szubsztrat, enzim - inhibitor,
enzim — kofaktor, antitest — antigén

Elonyok

* Egy lepéshen
nagy tisztitas

* Nagyon hasonlo
szerkezet U
feherjék
elvalasztasa
pl. antitestek

» Tervezhet 6
eljaras

Hatranyok

* Draga

* Nehéz néha
ligandot talalni

 Nehéz néha elualni
(nem bonthato
kapcsolat)

e A ligand
leszakadhat a
matrixrol
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Kromatografias oszlopok




