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* Pentru a izola produsele intracelulare este
necesara distrugerea membranei si a
peretilor celulari, proces cunoscut drept
dezagregarea celulelor (cell disruption).

* Procedeul utilizat pentru dezagregarea la
scara industriala depinde de:

susceptibilitatea celulelor la rupere,
caracteristicile de stabilitate ale produsului,

usurinta extractiei produsului din resturile
celulare,

viteza metodei,
costurile asociate.




SUSCEPTIBILITATEA LA RUPERE A CELULELOR

* Forma si rezistenta celulelor - natura lor

» Celulele prezinta o mare varietate de
- morfologii,
- structuri,
- marimi,

- varsta
- conditiile de cultura

- EXEMPLE:

- Bacteriile: sfere, baghete, elici, filamente.

- Fungiile: de tip micelar, pseudomicelar,
unicelular.

+ Rezistenta, rigiditatea si forma celulelor
!  este data de PERETIT CELULARI.
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Celule animale

+ caracterizate de lipsa peretilor celulari

* prezinta o membrana celulard alcatuita
dintr-un strat dublu de lipide

» Lipsa peretelui celular rigid:

- permite dezvoltarea unei mari diversitati de
celule, tesuturi si organe;

- permite dezintegrare ugoara a unor astfel de
celule.
» Celulele animale fiind relativ mari (1 - 100

{.um), sunt foarte vulnerabile la forfecare.
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Celule animale — membrana celulara

ALPHAHELIX PROTEIN

OLIGOSACCHARIDE

SIDECHAIN-_ & I )
Qo :

Ay

"_'qgijl

LE
=

GLOBULAR
FROTEIN

HYDROPHOBIC
SEGMENT OF
ALPHA-HELLY FROTEIN

CHOLESTEROL




Celule vegetale

* Au perefii constituiti din carbohidrati complecsi
insolubili (celuloza si hemiceluloze), lignina si
ceard care Tnconjoara membrana plasmatica:

Glycan

Cellulose




Imagine microscopica a peretelui celular

1 pm

castan de apa cartof morcov




Celule vegetale

* Microfibrilele celulozice care acopera
membrana plasmatica Tntr-o maniera
intdmplatoare confera acestor celule o
oarecare protectie la forfecare.

* Daca celulele sunt de dimensiuni mari,
vulnerabilitatea lor la forfecare creste.

* Proteinele din aceste celule pot fi legate si
inactivate de catre compusii fenolici care
fac parte din unitatile ligninice.
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Perete celular vegetal

Hemiceluloza

Membrana




Fungii si drojdii

Ca si celulele mamiferelor, fungiile sunt eucariote
cu ADN-ul organizat ih cromozomi Tn interiorul
nucleului.

Peretele celular al fungiilor filamentoase si al
drojdiilor este compus din circa 80 - 90%
polizaharide.

In fungiile filamentoase chitina este incrucigatd
cu glucani,

In fungiile inferioare siin drojdii existd un
amestec continand manan si glucan.

Fungiile mature nu au o structura discreta a
pereTeluu celular.




Structura peretelui celular al fungiilor

Celula de fungie Membrana si peretele celular

a 33 ’Sgﬂg } manoproteine

(1,6)-glucan
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Structura peretelui celular al drojdiilor

~ Mannoprotein
— B-Glucan

1—B-Glucan + Chitin
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Polizaharide

Chitosan

Chitina




Polizaharide

a-glucan
Faz CH2

dextran, a-1,6-glucan

glycogen, a-1,4- and a-1,6-glucan
pullulan, a-1,4- and a-1,6-glucan
starch, a-1,4- and a-1,6-glucan

cellulose, 3-1,4-glucan

curdlan, B-1,3-glucan

laminarin, B-1,3- and 3-1,6-glucan
chrysolaminarin, B-1,3-glucan
lichenin, 3-1,3- and B-1,4-glucan
zymosan, B-1,3-glucan




Polizaharide

CH,OH Celuloza

Xylanase Specificity

ylanase *“‘——-—H




Polizaharide
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Bacterii

» Structura peretilor celulari ai
procariotelor este unica, mulfi dintre
compusi identificati Tn C(C€§‘|'IC( negasindu-se
altundeva Th naturd.

» Exista doua tipuri structurale de baza

pentru pereftii celulari care au fost
studiate detaliat:

- cele ale bacteriilor Gram pozitive,
- cele ale bacteriilor Gram negative.

- Intre cele doud tipuri de perefi celulari
|,exista deosebiri majore.




Bacterii

+ Celulele Gram pozitive + Celulele Gram negative au
apar netede la microscopia o suprafata ondulata,
electronica de baleiqj, peretele celular fiind

avand un singur strat de alcatuit din trei straturi.
peptidoglucan.
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Bacillus cereus .Serattia marscenses




Structura peretelui celular

Peptidoglycan Qutside

bacterii gram-pozitive
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Bacterii

- Diferentele dintre perefii celulari ai
bacteriilor gram-pozitive si gram-negative
influenteazd hotdrator comportarea
acestor bacterii;

* Implicit si conditiile de dezagregare
necesare fiecdrui tip de bacterii vor fi
diferite.




Proprietatile peretilor celulari

Proprietate
Grosimea peretelui, nm
Numdrul de straturi al peretelui
Continutul de peptidoglucan, 7%
Acid teihoic Tn perete
Continut de lipide si lipoproteine, %
Lipopolizaharide, %
Sensibilitate la penicilina
Digerat de lizozima

Gram Pozitiv
20 - 80

Peste 50

6ram Negativ
10
2

Mai putind




METODE DE
DEZAGREGARE

A CELULELOR




Dezagregarea mecanica Si
permeabilizarea nemecanica a

Celuld dezagregata Celulad permeabilizata
mecanic hemecanic




Clasificarea metodelor de dezagregare a celulelor
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Metode mecanice de dezagregare a

celulelor si tesuturilor
» Larg utilizate:
- productivitate ridicata,
- eficienta sporita.

* Principiul metodelor:

- aplicarea unor tensiuni de forfecare ridicate:
* lichidului Tn care este dispersata masa celularg,
- masei celulare Tnsasi.

- Intrucét o parte din energia mecanica intfrodusa
Th sistem este disipata sub forma de caldura,
trebuie asigurata o rdcire corespunzatoare a

. masei celulare pentru a evita degradarea

“!«pr'oduselor datoritd incadlzirii excesive.




Forfecarea lichidului cu ajutorul ultrasunetelor

+ US cu v =20 - 50 kHz aplicate solutiilor
produc “cavitatia sonica”. Bulele de gaz
care colapseaza produc o unda de soc care
conduce la dezagregarea celulelor;

* Bune rezultate la culturile microbiene;
» Dezagregarea depinde de alegerea
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corespunzatoare a:

- pH-ului,

- femperaturii,

- tariei ionice a mediului.
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Forfecarea lichidului cu ajutorul ultrasunetelor

Undele de inalta frecventa sunt generate
electronic, iar energia mecanica este tfransmisa
lichidului prin infermediul unei sonde metalice
care oscileaza cu aceeasi frecventa.




Forfecarea lichidului cu ajutorul ultrasunetelor

este plasata in
recipientul care
contine masa celulara,
iar osala’rule de Tnaltd
frecventa produc o
presiune Tnaltd

localizata care
conduce la cavitatie gi
impact.

Unda de soc formata
conduce la
dezagregarea
celulelor'




Forfecarea lichidului cu ajutorul ultrasunetelor

- eliberarea proteinelor pare a fi proportionala cu consumul
de putere si independenta de conc. celulelor;

+ dezagregarea celulelor cregte exponential cu timpul de
expunere la ultrasunete;

cinetica procesului este descrisa de ecuatfia:

1— X =exp(—kt) @k oc (W -W,)"”

* 1 = timpul de ultrasonare,
+ X = fractia de proteine eliberate,
W = puterea acustica,

+ W, = puterea de cavitatie.




Forfecarea lichidului cu ajutorul ultrasunetelor

* Generarea de cdldura provoaca degradarea proteinelor;
- nu se recomanda folosirea pastelor celulare cu conc. > 200 g/L,
- ultrasonarea se face in etape de max. 30 de secunde, concomitent
cu mentinerea pe gheatad a pastei celulare.
+ Alte dezavantgje:

nivel ridicat de zgomot Tn timpul procesarii (este necesara
protectia auditiva a personalului),

randament variabil,

generarea de radicali liberi care pot reactiona cu alte molecule,
consumurilor energetice ridicate,

ultrasunetele pot provoca denaturarea proteinelor si enzimelor.

* Desi procesul se poate realiza in regim continuu,
aplicabilitatea la scard industriala este limitata.




Forfecarea lichidului prin agitare mecanica

- Se utilizeaza mixere si blendere de diverse
constructii, diferentiat pentru:
- Tesuturi "moi":
* Ficat
* Creier
- Glande endocrine

- Tesuturi “tari":
« Muschi
 Tnima




Forfecarea lichidului prin agitare mecanica

Amesteca-
toarele cu
ansamblu
rotor-stator
alta
posibilitate de
a provoca in
lichid tensiuni
de forfecare
mari.

Agitatoare cu rotor si stator:a - vedere generala (1 - ansamblu rotor - stator; 2 - tije
sustinere stator; 3 - ax rotor; 4 - flansa de prindere pe recipient; 5 - cuplaj: 6 - motor
de antrenare rotor); b - spectru de curgere in zona agitatorului; ¢ - principiu de
functionare; d ... k - Tipuri constructive de ansambluri rotor - stator.




Forfecarea lichidului prin presurizare

» Trecerea suspensiei de masa celulara la presiuni
de 50 - 200 MPa printr-o valva cu un orificiu
Thgust, urmatd de o depresurizare brusca, care
induce n lichid o tensiune de forfecare capabila
de a distruge celulele.

In plus, la iegirea din
valva, celulele Tntalnesc
un inel de impact.

Prin lovirea acestuia,
precum si datorita
schimbarilor bruste de
directie la trecerea
prin valva se

 completeaza procesul

/»de dezagregare.
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Inel de impact

-=f— Presiune

Inel de impact




Forfecarea lichidului prin presurizare

» Utilaje bazate pe astfel de dispozitive sunt
utilizate pentru dezagregarea celulelor la
scara industriala.

+ Aceste utilaje sunt cunoscute sub diferite

denumiri:

- omogenizator de Tnaltad presiune,
- omogenizator Manton-Gaulin,

- presa franceza.




Forfecarea lichidului prin presurizare

Valva de
descarcare:

A — dispozitiv
manual de

reglare a presiunii
de descarcare;
B — resort;
“uﬁuu |

C —valva;

D — scaunul ===
valvel; "LVNJ
E — inel de




Forfecarea lichidului prin presurizare

+ Eficienta dezagregarii depinde de:
- presiunea de operare

numarul de treceri al masei celulare prin
aparat

configuratia valvelor
natura microorganismelor supuse dezagregarii

compozitia mediului pe care au fost cultivate
microrganismele




Forfecarea lichidului prin presurizare

» Ecuatia care leaga gradul de dezagregare al celulelor de
parameftrii de operare in “presa franceza":

* R, - cant. max. de proteina care poate fi eliberata;

* R - cant. de proteina eliberata dupa N treceri prin aparat;
k - constanta de viteza dependenta de temp.;

» P - presiunea de lucru;

* o - exponent care reda rezistenta la dezintegrare a
celulelor, dependent de tipul de organism si de conditiile
de multiplicare (o = 2,9 pt. Saccharomyces Cerevisiae,

i o= 2,2 pt. Escherichia Coli)




Forfecarea lichidului prin presurizare

O analiza bazata pe teoria turbulentei propune
ecuatia:

R = cantitatea de proteina eliberata,
P = presiunea de lucru,

P, = presiunea de referinta,

Z = constanta,

B = parametru care depinde de concentratia
celulelor




Forfecarea lichidului prin presurizare

* Pentru dezagregarea £. co/iintr-un
omogenizator de tip Microfluidizer:

+ b - depinde de concentratia celulelor gi de
viteza specifica de crestere a acestora




Omogenizator de inalta presiune tip Microfluidizer
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Forfecarea lichidului prin presurizare

Ecuatiile 3.3 - 3.5 includ cate un termen care
indicd o dependenta exponentiald a gradului de
dezagregare de temperatura.

La fiecare crestere cu 10 MPa a AP, T creste cu
2-3°C,

Cregterea temperaturii:

- favorizeaza dezagregarea celulelor,

- conduce la denaturarea produselor.

Suspensia celulara trebuie racita nainte si dupa
trecerea prin omogenizator si nu trebuie lasata
sa depdgeasca temperatura de 30 °C.

Racirea se poate realiza:

- cu azot racit in prealabil,




Forfecarea lichidului prin presurizare

Moara coloidala

similara dpdv constructiv amestecatoarelor cu
ansamblu rotor - stator montate in flux.

cantitatea de fluid refinuta ih zona de lucru
este mai mare,

Tn fluid se intfroduce mai multd energie per

trecere.

sunt prevazute cu un dispozitiv care permite
reglarea distantei dintre rotor si stator,
permitdnd astfel un control imbundtatit al
vitezelor de forfecare si al fimpului de retentie
~a materialului prelucrat Tn moara.




Forfecarea lichidului prin presurizare

Moara coloidala verticala Premier:

I - rotfor; 2 - carcasa; 3 - surub reglare distanta rofor -
carcasa,; 4 - alimentare, 5 - evacuare, 6 - roata de
fransmisie.




Caracteristicile morilor coloidale Premier

Caracteristica

Diametru maxim rotor [mm]
Turatie rotor [rot/min]

Debit de material prelucrat [m3/h]
Putere necesara [kW]

Distanta minima rotor - carcasa [mm]

Mori

industriale mici

150 - 400 75 -100
3600 7200 - 17000
max. 6,8 0,023 -0,70
max. 75

004-10




Moara coloidala W250HB (Chemineer, Inc.)

a - vedere de ansamblu: 1 - carcasa; 2 - alimentare; 3 - evacuare;
4 - racord pentru spdlare; 5 - dispozitiv pentru reglarea distantei
rotor-stator; 6 - cuplaj; 7 - motor de anfrenare; 8 - batiu; b -
ansamblu rotor (1) - stator (2) standard; ¢ - ansamblu rotor (1) -

| stator (2) cu caneluri.




Forfecarea fazei solide prin macinare

» In mojar cu pistil: m—

- Operatie manuala, laborioasa;

- Uneori se adauga la biomaterial
alumina sau nisip, pentru facilitarea
eliberarii componentelor

intracelulare.

- In flacoane continand abrazivi,
supuse scuturarii

- In mori cu bile




Forfecarea fazei solide prin macinare

» Metoda cea mai convenabila (laborator,
pilot, industriald): mdcinarea ih mori cu bile.

* Procedeul = amestecarea la turatii ridicate
a suspensiei de biomasa cu bile

confectionate din diferite materiale;

» Distrugerea celulelor este cauzata de:
- fortele de forfecare mari,

- coliziunea celulelor cu:
- corpurile de macinare;
* perefii morii.




Forfecarea fazei solide prin macinare

* Morile cu bile sunt disponibile Th diferite
configuratii si capacitati:
- mori discontinue de laborator
cu capacitate de 40 mL,

- mori continue:
» pana la 200 kg/h
suspensii de drojdii;
» pana la 20 kg/h h
suspensii de masa celulard S|
bacteriana. '




Moara cu bile Dyno-Mill

1 — carcasa
cilindrica;

2 — ax agitator;
3 — discuri;

4 — manta de
racire;

5 — dispozitiv de
retinere a
bilelor;

6 — antrenare ax
aqgitator;

7/ — manometru; T——

8 — termometru. : ;
B =
[ ¥ 'ﬂq.—!.—rl:._-.F:\.%
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Mori cu bile

O moara cu bile este alcatuita dintr-o carcasa

cilindrica orizontald sau verticald, in interiorul

cdreia se Thvarte un agitator cu discuri dispuse
concentric sau excenftric.

In carcasa in care s-au introdus Th prealabil
corpurile de mdcinare (bilele), se introduce sub
presiune pasta de celule care se supune
dezagregarii.

Evacuarea pastei de celule se face printr-un
dispozitiv prevazut cu site, site vibratoare sau
disc rotativ, cu rolul de a retine bilele Tn utilaj.

- Pentru prevenirea degradarii fermice a masei
~celulare, carcasa morii este prevazuta cu o manta
{.prin care circula un agent de rdcire.




Mori cu bile

+ Bilele pot fi confectionate din: sticla,
metal, ceramica.

+ Exista anumite restrictii de folosire. De
exemplu, Tn industria alimentara si

farmaceutica nu este permisa utilizarea
bilelor din sticla cu continut de plumb.

* Prezenta bilelor este esentiala: Tn absenta
lor dezagregarea celulara nu are loc.




Mori cu bile

Dupa 10 min de macinare, aproape
toate celulele au fost dezintegrate

Dupa 5 min de macinare cu bile din sticla cu @ = 0,4 mm, circa 30% din
celule sunt dezagregate (petele intunecate).

Macinare timp de 10 min intr-o moara fara bile; celulele de drojdie raman intacte
(petele luminoase )

Wi

pong




Mori cu bile

- Pentru ca o moara cu bile sa fie eficienta,
aceasta trebuie sa realizeze:

- un grad de dezagregare celulara cat mai
ridicat,

- CU un consum minim de energie.

» Acesti doi parametrii cheie ai morilor cu
bile sunt influentati de un numar foarte
mare de factori, atat constructivi, cat si
functionali.




Mori cu bile

* Gradul de dezagregare depinde de:

- caracteristicile constructive ale morii:
- volumul si geometria camerei de madcinare,
» numarul de discuri pe unitatea de volum de moara,
» geometria §i materialul de constructie al discurilor.

- parametrii de operare ai morii:
» viteza agitatorului,
* concentratia masei celulare,
* marimea bilelor,
- concentratia bilelor,
* femperatura si debitul suspensiei.




Mori cu bile

* Mecanismul dezagregarii - foarte complex:

- Relatii de calc. grad de dezagregare la operare
* Th regim discontinuu,
* operarea continud - curgere cu deplasare totala:

» operarea continud tinand cont de un anumit grad de
amestecare inversa:




Mori cu bile

* R, = cantitatea maxima de proteind care poate fi
eliberata din celula,

* R = cantitatea de proteinad eliberata in timpul #,

* X=R/R, = fractia de celule dezagregate
(conversia, gradul de dezintegrare),

* k= viteza specifica a procesului de dezagregare
celulara,

+ 6= V/Q = timpul mediu de stationare,
I/ = volumul liber total al camerei de macinare,

' Q= debitul suspensiei de celule prin moara

/
s




Mori cu bile — parametri optimi de operare

viteza agitatorului = 5 - 15 m/s

concentratia masei celulare = 40 - 50% (masa
umeda)

marimea bilelor =

- 0,2 mm n aplicatiile de laborator

- 0,4 mm n aplicatiile industriale Th regim continuu
fractia volumica a bilelor = 80 - 90%
temperatura =5 - 40 °C

debitul suspensiei = se recomanda operarea

morilor cu bile la debite mari, scdderea conversiei

puTand fi contracarata prin recircularea partiala
a suspensiei prin camera de macinare




Mori cu bile — consumuri energetice specifice

Microorganism

Saccharomices cerevisiae

Saccharomyces carlsbergensis

Candida utilis

Grad de
dezintegrare
[%o]

Concentratia
biomasei
[% s.u.]

13,5
13,5
13,5
6,0
11,0
16,0
10 -20
17,0
17,0
17,0

Consum energetic
specific

[J/g]
180

800
430

900

900

930
720 - 790
720 - 790
930 -1190




Forfecarea fazei solide prin presurizare

Implica extruderea la presiune ridicata (pana la
550 MPa) a unei paste de celule inghetate
printr-un orificiu ingust;

Fortele de forfecare si proprietatile abrazive ale
cristalelor de gheata distrug celulele

Metoda excelenta pentru obtinerea proteinelor
intracelulare din bacterii

Este influentata de catre:

- Tfemp.,

- tipul si conc. pastelor celulare




Forfecarea fazei solide prin presurizare

Pentru realizarea practicad a
procesului sunt cunoscute
doua dispozitive care
genereaza presiuni de 150 -

230 MPa :

- presa Hughes:

- poate fi utilizata doar la scara
de laborator in regim discontinuu

- presa X:

* poate fi operatd semicontinuu si
se preteaza la tfranspunere la
scara pentru nivele pilot gi
industriale




Metode nemecanice de dezagregare a celulelor si tesuturilor

Celule
4 4
Dezagregare Dezagregare
mecanica non mecanica

orfecarea orfecarea i -
L . l ) ) I Deshidratare l Permeabilizare |
lichidului solidului
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Agitare . . .

givar Presiune Chimica
mecanica

Presiune l Enzimatica l




Metode nemecanice de dezagregare a celulelor si
tesuturilor

* Metodele nemecanice nu distrug complet
peretele celular, ci doar 1l permeabilizeaza,
permitand difuzia in exteriorul celulei a
anumitor componenti.

» Desi metodele nemecanice au consumuri
energetice inferioare metodelor mecanice
de dezagregare a masei celulare,
majoritatea lor sunt dezvoltate si aplicate
la nivel de laborator sau, cel mult, de pilot.




Dezagregarea celulelor prin deshidratare

Indepdrtarea apei din celuld provoaca deteriorarea
membranei citoplasmice, crescandu-i astfel
permeabilitatea.

Deshidratarea se poate realiza prin:
- liofilizare,

- uscare prin pulverizare,

- uscare 1n aer,

- uscare sub vacuum.

Indepar"rar'ea apei se poate realiza si prin addugarea la
materialul celular a unui solvent cu afinitate mare pentru
apa: etanol, metanol sau acetona.

Deshidratarea prezinta dezavantajul ca poate cauza
denaturarea unor molecule proteice sau a altor
~ componenti intracelulari utili.




Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

Metodele fizice de permeabilizare au o
eficienta relativ redusa, chiar dupa un
numar mare de cicluri.

Principalele metode utilizate sunt:

- fratarea termica,

- Thghetarea - dezghetarea,
- decompresia exploziva,

- socul osmotic.




Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

- Tratarea termica este utilizabila doar 1n
cazul produselor rezistente la
temperaturad, de exemplu Tn extractia
enzimelor termostabile din bacterii.

+ Viteza autolizei scade cu temperatura, in
functie si de tipul de organism utilizat.




Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

fnghe‘!'ar'ea - dezghetarea este o tehnicd n care suspensia de celule
este Thghetatd intr-o baie rdcitd cu un amestec de CO, solid (zdpada
carbonicad) si etanol, iar apoi este dezghetatd la temperatura camerei.

Prin repetarea ciclului membranele celulare sunt distruse de catre
cristalele gheata care Tncep sa creascad din interiorul celulei.

Durata procesului este destul de mare, iar unii componenti
intracelulari pot fi sensibili la astfel de tratamente.

Procedeul poate fi aplicat anumitor celule microbiene si eucariote din
care se elibereaza proteinele periplasmice si intracelulare.
Procesul este influentat de:

- natura celulelor,

- temperatura finala de congelare,

- viteza proceselor de incdlzire si de rdcire.

Multe organisme sunt rezistente la un astfel de fratament datorita
acumuldrii intracelulare a unor compusi care previn ihghetarea.

J
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Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

Decompresia exploziva (.bomba celulara”) necesita mai
intdi saturarea masei celulare cu azot sau alt gaz inert.

Procesul decurge la presiuni ridicate, de pana la 175 MPa.

Prin depresurizare brusca, gazul dizolvat in interiorul
celulelor este eliberat rapid, bulele de gaz formate
provocand ruperea peretilor celulari si a membranelor.

Pentru a preveni denaturarea proteinelor spumarea
trebuie redusa la minimum.

Procesul poate fi aplicat doar celulelor usor de
dezagregat, cum sunt celulele animale.

E. coli, drojdiile, fungiile si sporii nu pot fi dezagregate

/, corespunzator prin aceasta metoda.
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Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

+ Socul osmotic apare ca urmare a modificarii
rapide a concentratiei sarurilor din mediu.

* Mecanismul distrugerii = capacitatea celulelor de
a echilibra rapid concentratia lor intferna cu cea a
mediului extern, prin osmoza.

- Desi insuficient pentru distrugerea celulei, socul
osmotic

- poate elibera anumite proteine,

- poate fi o metoda de intensificare a procesului de
autoliza.




Socul osmotic

Hypertonic Isotonic Hypotonic

Ho




Permeabilizarea celulelor prin metode fizice

De exemplu, celulele sunt incubate timp de 30
min intr-o solutie cu presiune osmotica ridicata
(20% zaharozd, de. ex.), dupa care sunt
centrifugate gi resuspendaTe in apa.

Patrunderea rapida a apei in celula (pentru
echilibrarea concentratiei intferne de zaharoza -

20% cu cea externa - 0%) produce o presiune
hidrostatica (soc osmotic) care produce liza
celulara.

Metoda este utilizabila pentru celule vegetale,
animale, precum si pentru unele bacterii Gram
negcmve




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

* Permeabilizarea sau liza chimica este
utilizata:
- pentru distrugerea pereftilor celulari,
- pentru extractia unor componenti intracelulari.

* Principalul dezavantaj: intfroducerea in
sistem a unor substante care ulterior
trebuie Tndepdrtate, marindu-se astfel
costurile de productie.

+ Al dezavantaj: timpul indelungat necesar

%I"ZGIIZGI"II procesului.
//\




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

* Tratarea cu solventi organici (toluen,
eter, fenil-etil alcool, dimetilsulfoxid,
metanol, etc.) conduce la formarea de
canale prin membrana celulara.

* O parte din acesti solventi pot crea
probleme la separarea produselor
eliberate, iar unii dintre ei sunt toxici.




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

- Compugii tensioactivi:
- detergenti ionici - dodecilsulfat de sodiu
- detergenti neionici - Triton X-100

+ sunt eficienti pentru eliberarea enzimelor legate
de membrana celulara.

* Actiunea detergentilor este puternic influentata

de pH si de temperaturad.

+ Detergentii ionici sunt mai eficienti, insa pot
determina si denaturarea moleculelor proteice
eliberate.

+ Alte dezavantaje: spumarea, precipitarea, costul
ridicat al detergentilor neionici, dificultatea
; Tndepadrtarii din produsul final.




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

Bazele - pot fi utilizate ca agenti ieftini de
extragere a enzimelor intracelulare stabile
la pH > 11, fara distrugerea peretelui
celular.

Metoda poate fi utilizata si la scara
industriala.

O pretratare alcalina a celulelor slabeste
rezistenta peretelui celular, facilitand
dezagregarea mecanica cu consumuri




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

» Acizii - realizeaza cel mai rapid hidroliza
componentilor care alcatuiesc peretii

celulari (6 - 12 h).
» Desi randamentele hidrolizei acide sunt

ridicate, se produc pierderi in proteine,
vitamine i compugi aromatici.




Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

+ Alfi compusi utilizati in liza chimica:
- sarurile,
- zaharurile,
- esterii acetici,

» compusi care induc plasmoliza, extragand
materialul intracelular, in general fara
denaturarea acestuia.

+ Antibioticele pot fi de asemenea utilizate
pentru distrugerea membranei celulare a

| unor microorganisme.
//\
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Permeabilizarea celulelor prin metode chimice

In general, atunci cand se urmdreste
transpunerea la scara a procesului de
dezagregare celularad, adaugarea de agenti
chimici trebuie evitata, n special Tn
productia substantelor proteice, in

principal pentru a nu Tncdrca excesiv
costurile, atat cu chimicalele propriu-zise,
cat si cu cheltuielile de Thdepdrtare a
acestora.




Permeabilizarea celulelor prin metode enzimatice

Distrugerea enzimatica a pereftilor celulari -
tehnica din ce in ce mai atractiva,

* Avantaje:
- selectivitate ridicata pentru un anumit produs (cu
efecte benefice in izolarea si purificarea produsului);

- o vitezad ridicatd si un randament crescut in produsul
eliberat;

- deteriorare minima a produsului eliberat;

- posibilitatea utilizarii unor conditii blande de
temperatura si pH;

- absenta producerii de resturi celulare.




Permeabilizarea celulelor prin metode enzimatice

» Aplicarea lizei enzimatice necesita:

- selectarea enzimei sau sistemului enzimatic care sa
corespunda scopului propus;

- stabilirea conditiilor Tn care liza este eficienta.

» Nici 0 enzima nu este capabila sa degradeze
complet peretii celulari, datorita compozitie

complexe a acestora.

- In cazul bacteriilor gram-pozitive, o singura enzima
poate liza celula, dar un amestec de enzime
(glucozidaze si peptidaze) actionand sinergetic pot
ajuta liza peptidoglucanului.

- In cazul bacteriilor gram-negative este necesard o

pretratare cu un agent tensioactiv pentru indepdrtarea
membranei exterioare.




Enzime importante in degradarea
peretilor celulelor microbiene

Bacterii Glicozidaze
Acetilmuramoil-L-alanil amidaze

Peptidaze

Fungii, drojdii B-(1,3)-glucanaze

B-(1,6)-glucanaze
Mananaze
Chitinaze
Proteaze

Celulaze




Permeabilizarea celulelor prin metode enzimatice

» Principala constrangere in utilizarea lizei enzimatice:
costul ridicat al enzimelor litice.
Singura enzima litica disponibila la scara comerciala:
lizozima extrasad din albusul oudlor de gdina.
O altd problema - impurificarea produsului.

- De ex., enzimele derivate din oud pot provoca probleme daca urme
din acestea rdman n prod. terapeutice, stiut fiind faptul cd unele

persoane sunt alergice la oua.

Enzimele extrase din drojdii sau din sistemul digestiv al
gasteropodelor nu pot fi utilizate in procese transpuse la
scard intrucat sunt amestecuri de enzime.

Impurificarea produsului ar putea fi evitata prin folosirea
de enzime litice imobilizate pe un suport macromolecular.




Permeabilizarea celulelor prin metode enzimatice

+ Caz particular al lizei enzimatice = autoliza,
Frpces in care celulele Tsi produc singure enzimele
ITice.

* Autoliza - proces foarte lent, (zile) - inconvenient
major.

- Autoliza drojdiilor, proces realizat la scara industriala

pentru obtinerea autolizatelor de drojdie, necesita 12
-24 hla45-50°C

* Procesul poate fi accelerat prin uscarea sau
inghetarea - dezghetarea prealabila a celulelor.

* Procesul de autoliza este influentat si de:
- valoarea pH-ului,
- - componenta gi concentratia mediului de culturg,
i, - stadiul de dezvoltare a microorganismului.
s
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INFLUENTA DEZAGREGARII
ASUPRA PROCESELOR
ULTERIOARE DE SEPARARE

» Separarea resturilor celulare este o operatie
dificila, datorita dimensiunilor reduse ale
particulelor gi a viscozitatii ridicate a sistemului.

» Dezagregarea mecanica sau tratamentele litice
produc resturi celulare de dimensiuni uneori sub
0,1 um, foarte dificil de separat.

* La astfel de dimensiuni, filtrarea si centrifugarea
i sunt putin eficiente.

f'r‘r‘\
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8e5rm'ifugar'ea - separarea resturilor celulare >
2 HM.

- Sub aceastd valoare, Tn medii viscoase in special, este
necesara o floculare prealabila a resturilor celulare.

Filtrarea cu adjuvant in filtre celulare rotative
este o metoda utilizatd pentru separarea
resturilor celulare de drojdii.

Microfiltrarea in curent incrucisat are avantajul
ca previne formarea strafului de precipitat gi nu

necesita adjuvanti costisitori. Dificultati majore:
- murddrirea membranelor

- aparitia polarizarii de concentratie,

Extractia in sisteme bifazice apoase - metoda

atractivd pentru separarea celulelor gi resturilor
celulare din solutiile de proteine:

- este costisitoare
recuperarea reactantilor este dificila.




Alegerea metodelor de dezagregare, dar si a
conditiilor de realizare a dezagregarii
reprezinta o provocare:

- cantitatea de proteine intracelulare eliberata creste
cu cresterea gradului de maruntire al resturilor
celulare,

- pe masura ce dimensiunile resturilor celulare se

micsoreazad, separarea lor devine din ce in ce mai
dificila.

Particulele submicronice:
- trec usor in supernatant dupa centrifugare,
- intdrzie precipitarea fractionatd,

- au tendinta de a colmata coloanele cromatografice sau
membranele utilizate Tn separarile ulterioare.
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