LU EXTRACTIA
IN SISTEME

APOASE BIFAZICE




+ Extractia cu solventi organici - limitata la
extractia unor componente biologice cu
structurad simpla si stabilitate relativ
ridicata.

* Moleculele de natura proteica:

- polare,
- solubilitate Tn solventi organici nepolari redusa.

» Solventii organici pot provoca denaturari

ale substantelor proteice ih timpul
extractiel.



* Pentru separarea din faza apoasa a proteinelor
prin extractie lichid - lichid, este necesar un
solvent care:

- sd aibd capacitate mare de solubilizare pentru
proteine,

- sd nu denatureze proteinele,
- sd produca o tensiune interfaciald scazuta.




» Solventul care corespunde cel mai bine
acestor deziderate este chiar APA,

- Problema:

- de a gasi lacuna de miscibilitate: zona n care un
sistem apos devine eterogen, aparand douad faze
nemiscibile intre ele.
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Formarea sistemelor apoase

bifazice
» Obtinerea sistemele apoase bifazice (SAB) se

bazeaza pe:

- incompatibilitatea a doi polimeri hidrofili
diferiti la dizolvarea lor Thtr-un solvent uzual
cum este apa,

- incompatibilitatea dintre un polimer hidrofil si
0 sare anorganica,

- fermoseparare.
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Majoritatea polimerilor hidrofili, naturali
sau sintetici, sunt solubili Th apa.

Conc. scazute de polimeri Tn solutia apoasa
= sistem omogen.

Peste o anumita conc. a polimerilor, strict
determinata si masurabila prin metode

turbidimetrice, se produce separarea
fazelor.

Valorile concentratiilor la care sistemul
devine eterogen depmd de masa moleculara
a polimerilor, scazand cu cresterea

; acesteia.
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Sisteme apoase bifazice

- COMPONENT 1 + COMPONENT 2

- polietilenglicol (PEG) - dextran
- alcool polivinilic (PVA)

POLIMER - POLIMER - polivinilpirolidona

- ficoll
- polietilenglicol (PEG) fosfat de potasiu

su

POLIMER - SARE su

su

fat de amoniu
fat de magneziu
fat de sodiu
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Alte sisteme apoase bifazice

- COMPONENT 1 + COMPONENT 2
- polipropilenglicol (PPG) - dextran
- alcool polivinilic (PVA)
- polivinilpirolidona
- metoxipolietilenglicol

- fosfat de potasiu

- ficoll - dextran

- metilceluloza - dextran
- hidroxipropildextran
- polivinilpirolidona
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Table 2
Sources and Available Molecular Weights of Some Polymers

Polymer Molecular weights Source

PEG GO0, 1000, 1450, 3350, 3000, Sigma®, Union Carbide®, Mercke,
10,000, 20,000 Polysciences?

Dextran 10,000, 40,000, 70,000, Pharmacia®, Sigma,
100,000-200,000, 500,000, Pfeifer & Langen’
2,000,000

Dextran-Sulfate 5,000, 8,000, 10,000, 500,000 Sigma

Ficoll 70,000, 400,000 Sigma, Pharmacia

Ucon 5000 Union Carbide

Methyl Cellulose 30,000, 80,000, 140,000 Sigma

@51 Louis, MO,
*Danbury, CT.
‘Darmstadt, Germany.
“Warrington, PA.
“Uppsala, Sweden.
‘Dommagen, Germany.
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Table 3
Some Common Additives Used in Agqueous Two-Phase Extraction

Additive Commenis

MNaCl Changes partition coefficient; used in cross-
partitioning experiments

MNa 50y Chages partition coefficient; used in cross-
partitioning experiments

MalMN; 5 mmeol Bactericide

Chloroacetamide 1% Bactericide
Affinity ligands Changes partition coefficient of target protein
{ PEG-red, Cibacron-blue, etc.)
Charged polymer Changes partition coefficient and phase
equilibrium
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AFB — Curba binodala Faza usoara de compozitia pct. A

AMB — Conoda
F — punct critic

Faza grea de compozitia pct. B

PEG (% masice)

Zona bifazica

F

Zona omogena

Dextran (% masice)
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Faza usoara (compozitia pct. T)

A2 ol — Faza grea (compozitia pct. B)

Polymer/salt X % (w/w)
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Sistemul A (apropiat de punctul critic): 5.0% PEG si 6.5% Dx
in tampon fosfat la pH = 7.0, 20 °C;

Sistemul B (departe de punctul critic): 6.2% PEG si 8.3% Dx,
in tampon fosfat la pH = 7.0, 20 °C;

initial dupa 1 minut

dupa 30 minute
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Diagrame de echilibru PEG - Dextran
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Diagrama de echilibru
PEG 4000 — Fosfat de potasiu
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Formarea SAB prin termoseparare

Prin utilizarea detergentilor neionici cu grupari
hidrofile oxietilenice.

La temp. scazute = o singurad faza: lichid de
fermentatie + micelele de detergent,
(detergentul interactioneaza mai ales cu
proteinele hidrofobe)

La cregterea temp. peste o anumita valoare
(dependenta de sistem), apare turbiditatea care
indica aparitia unei faze noi.

Aceasta temperatura = ,punct de tulburare”
(cloud point). Valoarea sa depinde n special de
numarul mediu al grupdrilor oxietilenice din
detergent.

y [2)5% eg., un detergent C,,EO;5 are pct. tulb. la 23 -
(I © .

,&l ! >
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+ Separarea fazelor, datorata hidratarii
reversibile a gruparilor polare de la
extremitatile moleculei 2 formareaa 2
faze:

- faza Tmbogdtitd h detergent;

- faza sardcitd in detergent.

» Micelele sufera un proces de agregare n
structuri laminate avand proteina
hidrofoba intr-o "faza coacervata” cu 70 -

80% apﬁ
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Solutia apoasa de detergent sub si peste punctul de tulburare

Proteina

Agregat proteina-
tensida

Detergent

Micela

Substanta nedorita
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Mecanismul extractiel
biopolimerilor in SAB

+ Extractia biopolimerilor = prin interactiuni de
tip van der Waals intre:
- molecula proteica si polimerul hidrofil;

- gruparile proteinelor, cu solubilizarea acestora
intr-o anumita faza.

* Un sistem de extractie este proiectat a.l.:

- proteina doritd sa treacd h faza superioara (PEG,
de ex.),

- materialul care trebuie Thdepadrtat, inclusiv celulele
si resturile celulare, sa treaca in faza inferioara
(sare sau dextran).
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* Puterea de separare a unui sistem este
caracterizata de:

- gradul de extractie (V)
- factorul de separare (F),

+ care sunt dependenti de:
- raportul volumelor fazelor (R)

- coeficientul de distributie (K)).
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* 6radul de extractie in faza superioara este
definit prin relatia:

* 1= numarul de moli de proteina dorita in volumul
fazei superioare (V,,,), respectiv inferioare

(Vinp)-
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Factorul de separare:

produsul dintre coeficientul de distributie si raportul
volumelor fazelor:

Valorile ¥, K, si R se influenteaza reciproc.

De regula, ¥,,, creste la cresterea lui Ky la R= ct., sau la
cresterea lui Rla K\, = ct.

Ky nu depinde de concentratia proteinei /(c), atata timp
cat:

- concentratia ¢;este mult mai redusa decat concentratia

| polimerilor

1. — nhuare loc formarea unor complecsi.
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Interdependenta Y,,— Ky— R




existd o corelatie exponentiald intre Ky, si
aria suprafetei (masa moleculara) a
proteinei .

a = factor dependent de potentialul chimic,
A, = suprafata disponibila de interactiune,
k = constanta lui Boltzmann,

temperatura absoluta (K).
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Astfel, celulele si resturile celulare vor
prezenta, chiar la valori amici, un coeficient de
distributie tinzand spre zero intr-o faza si spre
infinit Tn cealalta faza, datorita valorii ridicate a
suprafetei disponibile de interactiune;

Metabolitii prezinta valori Ky, % 1

Proteinele au valori K),= 0,1 = 10.

Pe baza dependentei date de ecuatia anterioara
s-au putut izola antigenii de suprafata ai
hepatitei B (avand mase moleculare de 1.10° -
2.106 Da) ca vaccin produs din culturi de drojdii

recombinante.

J
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» Principalii factori care influenteaza
valoarea constantei de distributie sunt:

- componentii care formeazad cele doud faze,
respectiv natura, concentrafia si masa
moleculara a polimerilor,

- tipul si concentratia ionilor din sistem,

- pH-ul,
- Yfemperatura,

- adaosul de alti componenti (agenti haotropici,
de ex.),

- concentratia celulelor si a resturilor celulare
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» Solubilizarea proteinelor este dictata
de hidrofobicitatea polimerilor
existenti Th solutia apoasa, aceasta
crescand 1n ordinea:

dextran sulfat < carboxi-metildextran < dextran < hidroxi-propildextran
< metilceluloza < alcool polivinilic < polietilenglicol < polipropilenglicol

» Hidrofobicitatea unui polimer este cu
atat mai mare cu cat masa sa
moleculara este mai mare.
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* Datorita migrarii ionilor din fazele apoase
se stabileste un potential electric de o
parte si de alta a interfetei de separare,
acesta influentand hotdrator distributia
macromoleculelor cu sarcina electrica
(proteine, acizi nucleici).

» O modificare minora a:
- concentratiei sau
- tariei ionice
poate conduce la modificari majore ale




o L-2-hidroxiizocaproat dehidrogenaza o a - amilaza

A D-lactat dehidrogenaza ® impuritai

) I

9 10 11 8
Concentratie K,PO, [% masice] Concentratie NaCl [% masice]

a b
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Concentratia proteinelor nu manifesta nici un
efect asupra repartitiei acestoraintre cele
doua faze doar in domeniul concentratiilor
foarte reduse (sub 1 g/L), aceasta limita
depinzand de tipul proteinei.

Valoarea pH-ului controleaza disocierea
grupdrilor ionizabile ale proteinelor si, implicit
distributia acestora intre cele doud faze.

Odata cu variatia pH-ului se produc modificari in
disocierea ionilor polivalenti (PO,3), ceea ce va
afecta potentialul electric dintre faze, respectiv
distributia proteinelor.

In sistemele PEG - sare, de ex., s-au constatat
variatii de 2 - 3 ordine de madrime ale K,pentru
intervale Thguste de pH.
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Distributia a-amilazei pure in sisteme apoase bifazice PEG 4000 (10% m) —
fosfat (11,56% m) in functie de pH
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+ Afinitatea biospecifica dintre moleculele
proteice si anumiti liganzi (/iganzi de afinitate)
atagati unuia dintre polimeri poate fi utilizata
pentru imbunatatirea separarii.

» Ca liganzi de afinitate se utilizeaza:

coloranti,
acizi gragi,

glutation,

ionii complecsi de Cu(IT)-iminodiacetat in sisteme PEG
- dextran sau PEG - sare,

D-alanil-D-alanina Tn sisteme PEG 8000 - dextran si
PEG 8000 - K;PO, (separarea vancomicinei)
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+ Sensibilitatea coeficientilor de distributie
la variatia temperaturii este redusa.

- Temperatura modifica forma diagramelor de
echilibru de faze.
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+ Sensibilitatea coeficientilor de distributie
la variatia temperaturii este redusa.

- Temperatura modificd distributia biomoleculelor, o
temperaturd mai scazuta conducand la o mai buna

separare a proteinelor infre ele.

Temp. [°C] K, lizozima K, catalaza Factor de separare SAB

4 0,54 0,046 11,7

12,2 % Dextran 10

05 0,44 0,063 7,0 8,4 % PEG 4000

40 0,85 0,174 4,9

4 0,35 0,014 25

10,0 % Dextran 10

25 0,31 0,016 5,6 % PEG 20000

40 0,53 0,020

4 0,65 0,22

11,3 —11,5 % Dextran 500

2 adl 021 7,9 % PEG 4000

40 0,98 0,43

4 0,58 0,052

10,3 % Dextran 500

25 0,36 0,042 7,65 % PEG 20000

40 0,72 0,068

Coeficientul de distributie al lizozimei si catalazei in diverse SAB
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Proiectarea procesului de extractie in SAB

+ Proiectarea procesului de extractie in SAB
implica:
- (i) stabilirea caracteristicilor moleculelor proteice
care trebuiesc separate;

- (i) selectarea mai multor SAB capabile de a realiza
separarea componentului dorit;

(iii) alegerea dintre acestea a sistemului de extractie
adecvat, in functie de influenta diversilor factori
(natura solutiei proteice initiale, tarie ionica, pH,
temperatura etc);

(iv) stabilirea schemei de flux a procesului de
extractie necesare pentru obtinerea puritatii dorite,
Tn conditiile elimindrii compusilor cu activitate
concurenta (enzime care pot transforma un substrat
Tntr-un mod nedorit, de ex.).
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Un component oarecare /din solutia initiala va
trece n faza superioarad sau in cea inferioarg,
dupd cum coeficientul de distributie K, este

supraunitar sau subunitar.

Daca KN, > 3, compusul /poate fi extras intr-o
singura treapta.

Cand K, ;este scdzut, gradul de extractie Th una

din faze poate fi marit utilizand un volum mai
mare din solventul cu afinitate mai mare pentru
componentul respectiv:

VC V. -C

sup i,sup sup i,Sup

I/O i C'i,O V C T an C ,inf

sup i,sup
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-C. V. .-C.

i,inf inf i,inf

'C‘o :V -C "'Vinf°Ci

I, sup i,sup ,nf

- unde:

- V5 - volumul initial al fazei care contine
componentul /,

- C,o - concentratia componentului /in faza
initiala.
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Gradul maxim de recuperare al
componentului /7 in fiecare faza intr-o
unitate teoretica de extractie, rezulta din
ecuatiile (4.11) si (4.12), impartind atat
numadratorul cat si numitorul fractiei cu
Cisup. eSpectiv cu e

in

(¥;
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] . Faza superioara:
Faza superioara: "PEG

- produs
Dextran - proteine
sau ——— impurificatoare
sare ,

- proteine
impurificatoare
] ]

distruse

Faza inferioara:

- fragmente celulare
- proteine

- acizi nucleici

- polizaharide

Faza inferioara:
- produs

Schema generala a procesului de extractie selectiva
a moleculelor proteice din lichidul intracelular




Izolarea si purificarea enzimelor cu SAB

Factor de 6rad de
purificare extractie
global global [%]

Numar

Enzima Organismul de etape

Pullulanaza Klebsiela pneumoniae 4 6,3 70

Glucozizomerazad Streptomyces 1 25 86

Fumaraza Brevibacterium ammoniagenes 22 70

Aspartazd E. coli 18 82

Penicilinacilaza 12 75

Glucozdehidrogenaza Bacillus megaterium 33 83

Leucindehidrogenaza Bacillus sphaericus 31 87

Leucindehidrogenaza Bacillus cereus 24 89

!

Formiatdehidrogenaza Candida boidinii 3.8 70

D-Lactatdehidrogenaza Lactobacillus confusus 19 91

L-Hidroxi-

izocaproatdehidrogenazd 20 66
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Biomolecule purificate la scara industriala prin extractie in SAB

Acil-arilamidza

Formiatdehidrogenaza

Izopropanoldehidrogenaza

Alcooldehidrogenaza

B-Galactozidaza

NADkinaza

a-Amilaza

Glucoz-6-
fosfatdehidrogenaza

Fosfofructokinaza

Aspartat B-decarboxilaza

a-Glucozidaza

Fosfolipaza

a/b Proteine clorofiliene

Hexakinaza

Fosforilaza

Cromatofori

D-2-Hidroxi-
izocaproatdehidrogenaza

Hibrid proteina
stafilococala A - B-
galactozidaza

Formaldehiddehidrogenaza

Izoleucil-tRNAsintetaza

Proteine din zer
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* Extractiain SAB utilizeaza acelesi
principii ca si extractia fizicd L - L clasica.

+ Se pot utiliza GC€|€G§I echipamente pentru
amestecarea si separarea fazelor.

Diferenta rezidad in proprietatile diferite

ale SABIn comparatie cu cele ale
sistemelor clasice (faza apoasa - faza
organicd) intdlnite in extractia fizica L - L,
cea mai notabild diferentd fiind tensiunea
interfaciald extraordinar de scdzuta:
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Proprietati fizice ale SAB

Compozitia sistemului

9 % PEG 4000, 2 %
dextran T-500

7 7 PEG 4000, 1,25 %
dextran brut

16 % PEG 4000, 13 %
fosfat
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In aplicatiile la scara mare, cele mai utilizate SAB sunt:
- PEG - dextran - apa

- PEG - sare - apq,

Avantaje:

- aplicabilitate cvasigenerala,

- viscozitate acceptabila

- Diferenta de densitate acceptabila.

- In plus = netoxice si biodegradabile, fiind certificate de cdtre
farmacopeele din cele mai multe tari.

Dezavantaj:

- costul ridicat al dextranului purificat (de ordinul sutelor de dolari
pe kg).
Reducerea costurilor:

- Tnlocuire cu dextran brut, dextran brut hidrolizat sau amidon
hidroxipropilic.

- Dextranul brut conduce la o solutie cu viscozitate mai ridicatd, in
timp ce dextranul hidrolizat reduce viscozitatea solutiei.
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Procesul tehnologic de extractie in SAB

» Purificarea proteinelor intracelulare:
dezagregarea celulelor,
addugarea componentilor SAB (PEG, dextran, fosfat etc.)
ajustarea pH-ului,

amestecarea suspensiei pentru atingerea echilibrului de faze.
Amestecarea se poate realiza fie in vase cu agitare prevazute cu
sicane, fie Th amestecdtoare statice. Necesarul de energie este
scazut datorita tensiunii interfaciale reduse, iar echilibrul este
atins foarte rapid, in circa 30 s, dacd amestecarea asigurd un
regim de curgere turbulent.

separarea fazelor = gravitational sau centrifugal.

» separarea centrifugald - la viscozitate ridicata a sistemului,
sau in cazul diferentelor mici de densitate dintre faze.

- Cenftrifugarea are avantajul suplimentar al unor randamente
mai ridicate, la acceleratii mari antrenarea resturilor celulare
este mai scazuta.
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Schema procesului tehnologic de extractie a proteinelor intracelulare in SAB

Recirculare PEG

suspensie
celulara

faza

1 — bioreactor; . _
superioara

2 — pompe;

3 — moara cu bile;

4 — schimbator de caldura;

5 — amestecatoare in-line;

6 — separatoare centrifugale;
7 — rezervoare.

resturi celulare PEG si produse
si proteine secundare




Procesul tehnologic de extractie in SAB

* Dupa separarea inifiald, la faza superioarad se adauga o
sare, pentru a genem un nou sistem bifazic, in care
pro‘rema de interes sa se gdseasca in faza inferioara.

* Proteina din faza de polimer mai poate fi separata prin:
- centrifugare,
- adsorbfie,
- ultrafiltrare,
- electroforeza.

- In procesele la scard mare, concentrarea si conditionarea
produsului din faza inferioard a sistemului bifazic
secundar se realizeaza prin:

- ultrafiltrare sau diafiltrare, faza superioara fiind
recirculata;

- prin cromatografie de interactiune hidrofoba.
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Procesul tehnologic de extractie in SAB

+ Extractiain SAB se realizeaza:
- Tn sarje (cel mai uzual)
- Tn flux continuu (mai economic)
+ Exista 3 posibilitati de prel. Th flux continuu:
- extractia h echicurent (a),
- extractia in contracurent (c),
- extractiain curent incrucisat (b).
* Pentru capacitati mari de productie, extractia n
contracurent ofera un randament mai ridicat, la
un consum minim de chimicale.
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Avantaje si dezavantaje ale modurilor de contactare in
extractia continua in SAB

Potrivi , de
ofrivit Consumuri Randament FESEE
pentru purificare
. ca la curent : :
Ky scazut N : mediu mediu
Incrucisat
Kyridicat | calaechicurent | cel maiscazut cel mai ridicat

Ky scazut | cele mai scazute | cel mai ridicat cel mai scazut

Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii




Procesul tehnologic de extractie in SAB

» Pentru o purificare avansata a
biomoleculelor extrase este necesara
realizarea extractiei in mai multe trepte.

* Nu toate echipamentele de extractie L - L

sunt potrivite extractiei cu SAB, mai ales
atunci cand:

- proprietatile celor doua faze sunt prea
asemandtoare,

- tensiunea interfaciala este prea redusa.
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Procesul tehnologic de extractie in SAB

+ Pentru extractiain trepte cu SAB au fost
Testate.

baterii de amestecatoare - decantoare,
coloane Kihni,
extractoare centrifugale Podbielniak,

Co
Co
Co

oane cu pulverizare,
oane cu talere sita,
oane cu umplutura.

+ Toate pot fi exploatate cu succes cu luarea unor
masuri de precautie impotriva innecarii.

* Rezultate bune s-au obtinut si cu extractorul
Graesser n separarea a-lactalbuminei din zer cu
- SAB PEG - sare.

/
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Extractor Graesser
(actualmente RTL SA Londra)
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Extractor Graesser

* Este format dintr-un rotor orizontal prevazut cu
cupe (de unde §| denumirea de ,contactor in
ploaie cu gadleti” - Raining bucket contactor) care
se roteste lent tn interiorul unui tambur
alimentat pe la extremitati cu fazele supuse
extractiel.

Este smgurul extractor care disperseaza a’ra’r
faza ugoard in faza grea, cat si faza grea’in faza
usoard.

Pentru prevenirea Tnnecdrii s-a redus viteza de
rotatie de la 20 rot/min la 2 - 5 rot/min si s-a
inversat sensul de rotatie al rotorului cu cupe,
| reducandu-se astfel si intensitatea amestecdrii.
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Recuperarea chimicalelor si
reducerea costurilor

Pentru a reduce costurile ridicate cu reactivii si
cu depozitarea deseurilor se recomanda
reciclarea sau recircularea materialelor
auxiliare.

Recuperarea polimerilor dupa extractia
biomoleculelor este o etapa importantad atat la
scard de laborator, cat si in instalatia industriala.

Posibilitatea de a recupera si recircula usor
polimerii utilizati ar face mult mai atractiva
extractia cu SABn instalatii de mare

f|} capacuTa’re

mmmmmw‘ Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii




Modalitati de recuperare a polimerilor si sarurilor utilizate in extractia cu SAB

» Din fluxurile lipsite de fazd solida fosfatul poate fi recuperat prin
cristalizare la 6 °C.

Pentru recircularea PEG s-a propus:
- extractia cu cloroform,

- reextractia salind a proteinelor din faza bogata Th PEG, cu
formarea unei solutii reciclabile de PEG liberd de proteind,

Separarea PEG de enzimele extrase:

- ultrafiltrarea, dializa, sau refinerea enzimei pe un adsorbant
adecvat.

Recircularea detergentilor:
- extractie cu alcooli alifatici inferiori
Recuperarea sarurilor:

- exploatarea lacunelor de miscibilitate in sistemele ternare apa -
sare - alcooli alifatici inferiori

Recent s-a demonstrat formarea SAB Tnh conditii hormale (25 °C si
presiune atmosfericd) intre PEG 2000, respectiv PEG 4000 si
carbamatul de amoniu. Carbamatul fiind volatil, poate fi recuperat
[ din sistemul de extractie si recirculat sub forma de NH; si CO..
|

{
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Solubilizare Omogenizat .
de celule PEG

sare
Lichid de l l
fermentatie Y
S o I
C:J l g - T . e
5| Extract 3
e T xtractia % ! Extractia primara
T proteinelor o | ’
= g | Faza inf. b 0]
© aza inf. bogata in sare:
S Faza de coacervat & I-— *=| resturi celulare, proteine, Faza sup. bogata 'ﬁ'_J
o acizi nucleici in PEG: produs sare P
T e
ol | = | l s
14 _—" | Extractie cu 3
— 2-metil-1-propanol [ ——— ——— < 5
b ‘*-.,,ﬂ__.
Faza apoasa | T w
' [ : y
de la edxtrev\ctJa o i lExtract,la secundara
secundara ] !
_ S |
P : Y Faza inf. bogata Faza sup. _
..f-""r Sgﬁr:]abt(;?_]r(a)?]ecde g : in sare: produs bogata in PEG
- i ioni
o S
1 i
=
o
Purificare 160 x |
0 |
Randament total 80 % : Ultramtrare
Puritate analitica i
—.=| Solutie de sare Concentrat:
produs
Schema de flux a extractiei colesteroloxidazei Schema de flux a extractle/ cu SAB PEG -

utilizand SAB bazate pe detergenti sare, cu recircularea extractantilor



Transpunerea la scara a extractiei in SAB

* Unul dintre avantajele exctractiei in SAB:
usurinta transpunerii la scara a procesului,
prin simpla crestere proportionala a
cantitatii ingredientelor utilizate.

» Echipamentele industriale de separare
centrifugala existente pe piata pot fi
selectionate utilizand conceptul X (vezi
Centrifugarea).
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Transpunerea la scara a extractiei in SAB

* Intre 1982 - 1995 au fost transpuse la scara industriala
27 de procese, marea majoritate utilizand sisteme PEG -
sare, pentru separarea si purificarea:

- enzimelor,

antigenului hepatitei B,
interferonului,
lactalbuminelor,
lactoglobulinelor,
hemoglobinei,
altor proteine terapeutic active.

Scara de operare:

- de la 24 kg celule prelucrate / garjd pand la 50 m?
material celular prelucrat / sarja.
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Aspecte economice ale extractiei in SAB

» Costurile recuperarii si concentrarii
biomoleculelor prin extractie in SAB depind Tn
mod hotdrator de sistemul utilizat, de scara de
operare, dar si de alti factori.

C, =

1,13C,, +2,6C, +1,13C, +0,13C,

Y

Cr= costurile totale,
Cy = costurile cu materialele,

¢, = costuri

Cr= costuri

[ Cr= costuri

e cu forta de munca,
e energeftice,
e de investitii,

“!”*\ - Y= gradul de extractie

/ﬁ
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Evaluarea costurilor in productia fumarazei din S. cerevisiae

C,=113C,, +2,6C, +L,13C,, +1,6C,

Costuri

Fara recirculare

Cu recirculare

Modificare [%]

Disc.

Cont.

Disc.

Cont.

Disc.

Cont.

Cu materiale

2,48

2,48

141

1,89

43

24

Cu forta de
munca

1,34

1,00

1,66

0,91

-8

Cu investitiile

0,14

0,18

0,14

0,23

28

Cu utilitatile

0,015

0,018

0,016

0,02

19

Costuri totale

65

5,69

6,19

4,88

-14
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CONCLUZII

+ Extractiaih SAB:
consumuri energetice scazute,
investitii minime,
cheltuieli mari cu forta de munca
cheltuieli mari cu materialele.

» Reducerea costurilor materialelor:
- alegerea corespunzatoare a rapoartelor volumice ale fazelor,

- introducerea de noi SAB,
- perfectionarea proceselor de recuperare - recirculare.

+ Reducerea duratei procesului:

- utilizarea separarii centrifugale;
» obtinerea unor randamente superioare,

- obtinerea unor produse calitativ superioare, datoritd absentei unei
degradari proteolitice semnificative.
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Extractia in SAB - tehnologie integrativa

+ EX: Obtinerea a-amilazei din Bacillus sp. prin
tehnologia conventionala si prin extractia in SAB.

* Fata de procesul conventional:
- Extractia’n SAB necesitd mai putine etape,

- Randamentul global:
+ 80% la extractia intr-o singurd treapta
* 95% la extractia in doud trepte,
* numai 70% prin procedeul conventional.
- Costurile se reduc cu:
» 35% la extractia intr-o singurd treaptd,
* 50% la extractia in doud trepfte.
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