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EXTRACTIA CU MICELE INVERSE

+ Extractia clasica L - L realizeaza
dISTr‘IbUTIG blomoleculelor Tntre o faza
apoasd si o fazd organicd distincta;

» Extractia in SAB realizeaza distributia
biomoleculelor intre doud faze apoase
distincte;

+ Extractia cu micele inverse implica
trecerea biomoleculelor din faza apoasa
initiald intr-o faza organica distincta prin
intermediul unei microemulsii de tip apd-n-
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EXTRACTIA CU MICELE INVERSE

- Micele inverse:

asociatii sferice de molecule de compusi
tensioactivi (surfactanti) care incorporeaza un
mediu apos si care se gasesc dispersate htr-un
solvent nepolar.

» Utilizarea sistemelor micelare inverse este
relativ recentd, primele studii sistematice
asupra acestor sisteme fiind efectuate la
sfarsitul anilor 1980.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
IANIVERNSI AT A BAC AL



Formarea si proprietatile micelelor inverse

+ Surfactantii = molecule constituite din:
- un ..cap” polar hidrofil (atras de apa)

- 0 ,,coada” hidrofoba - o catena hidrocarbonata

(atrasa de ulei)

In contact cu apa, partile hidrofobe ale surfactantului tind sa se
asocieze astfel incat contactul cu apa sa fie minim

catene hidrocarbonate (hidrofobe)

T

a capat polar (hidrofil) b

(@) Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 4
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

- Surfactantul:

- capat polar voluminos + catena hidrofoba redusa, de
forma conica,

- moleculele tind sa se asocieze sferic, cu catenele
formand un miez interior, inconjurat de o suprafata
exterioard alcatuita din capetele polare = micela
normala.

il
AT
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

* La concentratii reduse de surfactant micela
normald este sfericd, cu un diametru dictat de
lungimea catenei hidrocarbonate i de marimea
capatului polar.

+ Sistemul este dinamic = moleculele implicate n
formarea micelelor pardsesc agregatul, fiind
Thlocuite de altele care se misca liber Th volumul
fazei apoase.

. Tn cateva microsecunde Tnlocuirea tuturor
moleculelor de surfactant dintr-o micela este
completd, iar forma sfericd a micelei normale se

pastreaza intotdeauna.
J\\L\ Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii



Formarea si proprietatile micelelor inverse

- Molecula de surfactant:
- un capat polar mic
- o catena hidrocarbonata voluminoasa, ramificata
(semandnd cu un dop de sampanie)

- moleculele se asociaza intr-un agregat sferic in care
miezul este format din capetele polare si suprafata
externa din catenele hidrofobe, agregat numit micela
inversa [microemulsie de tip A/U]

Apa Ulei

) =, &
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

VWWWL) )

Apa Ulei micela normala

Be = 3

micela inversa

n Lucian Gavrila — Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

» Spre deosebire de micelele normale, marimea
micelelor inverse creste liniar cu cantitatea de
apd addugata in sistem:

| Apa Ulei Q
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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AOT Reverse Micelle, [H,0)/[AOT] = 7.5

Lucian Gavrila — Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

- In sistemele care contin cantitdti mari atét de ,ulei” cat
si de ..apa“, forma si dimensiunile agregatelor se
modificd, cu formarea de canale cilindrice
interconectate, continand faza apoasa in interior.

. In aceste sisteme, spatiul este divizat Tn doud volume
distince de apa si ulei, separate de stratul de surfactant
care formeazd o suprafata
continud in forma de sea.

+ Structura devine astfel
dublu-continua (bicontinua)
atat Tn apd cat si in ulei.

l Apa Ulei
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 11




Structura bicontinua
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

* La addugare de apaq,
moleculele de
surfactant se
reorganizeaza sub
forma unui film plan
sau lamelar, sistemul
devenind opalescent si
birefringent.

Apa

J\h Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

Se poate forma o emulsie
stabila si din ..supra-
agregate” in sisteme
contindnd doi surfactanti
functionalizati, capabili sa
formeze legaturi puternice
htre ei.

Surfactantii se
organizeaza intr-o fazad de
forma lamelara care nu mai
este plana ci spatiala, de
forma unei cepe, forma

Apa

. (W) ° ) W
' numita si sferulita.
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii

Ulei

14



(@)

IAPYERSIT A TIEA BACAL

Apa Ulei
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Surfactanti

» Se clasifica in functie de sarcina capatului
hidrofil existentd dupd disocierea in apd:
- surfactanti neionici,
- surfactanti ionici:
- anionici,
- cationici,
» amfiionici.
+ Surfactantii trebuie sa fie compatibili cu
sistemele biochimice Tn care actioneaza.

* Numerosi surfactanti formeazad micele inverse in
medii nepolare, cei mai multi dintre ei necesitand
Tnsa si prezenta unui co-surfactant.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Surfactanti frecvent utilizati in extractia cu micele inverse

. ] Denumire « e s
Tip Denumire . e Formula chimica
comerciala
. dodecilsulfat de
anionic . v SDS
sodiu
bis(2-etil-hexil)
anionic sulfosuccinat de AOT
sodiu
. acid cholic sare de
anionic .
sodiu —
. acid deoxicholic
anionic :
sare de sodiu

Lucian Gavrild — T¢hnici de separare si concentrare in biotehnol. ,..
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Surfactanti frecvent utilizati in extractia cu micele inverse

Tip Denumire Denumire comerciala Formula chimica
CH
NarOx | 3
anionic N—laur}l sarcosin sare C—CH-—N—-C
de sodiu / 2 S N T T T T
0 |
O
bromura de

|
ioni Br =—N.
cationic cetiltrimetil-amoniu CIALE [ W IR OGS GOSN AN L N, .

O PR R
clorura de

ioni .. . . TOMA
cationic trioctilmetil-amoniu OMIAC

O
1,2-dioctanoic-sn- |C|) H t)k o/\/\/\
mfiionic glicero-3- + o— P o o
fosfocholind ~ N N Of } WW
/
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Surfactanti frecvent utilizati in extractia cu micele inverse

Tip Denumire Denum.lreu Formula chimica
comerciala
CH,OC(0)(CH,),CH=CH(CH,),CH,
. . HO ‘4 O
neionic monooleat de sorbitan | Span 80 H
HO ‘OH
.. oleil poli(10) . —
netonice oxietilen eter Brij 96 O /\%/ID\ OH
HO(CH,CH,O)w. . (OCH,CH,)xOH
.. monooleat de poli(20) WHx+y+z=20
netonic ietilen sorbitan
oxie O” "CH(OCH,CH,)yOH
CH,0O(CH,CH,0)zC(0)(CH,),CH=CH(CH,),CH,
neionic Triton X -—100 CEH 1 7—@-—(U'E HECHQ}E_DH
neionic lau?lldlm'etﬂ— O“_NWWW
aminooxid ‘
(@) Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 19
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

+ Interactiunea dintre micelele inverse si apa
prezinta o importanta deosebita. Datorita
miezului polar ele pot ihgloba apa, ..dizolvand-o0" in
solventii organici nepolari.

* Raportul molar apd - surfactant (up) influenteaza
puternic proprietatile micelelor inverse.

» Apa din interiorul micelei inverse este farjrial
legata de capetele hidrofile ale surfactantului;
numai peste anumite valori w, aceasta se
comporta ca si apa libera:

- Tn micelele inverse formate de AOT:

» pdnd la w, = 6 = 8 apa este legatd de capetele hidrofile ale
surfactantului;

I * la valori w > 6 = 8 apa se comporta ca si apa libera
e : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 20



Formarea si proprietatile micelelor inverse

centrul
micelar

N proprietatile apei libere
8o
N ©
= Q0
Q2 Q
5 £
o9
~___ molecule de § ©
surfactant s =
w, = [H,0]/ [surfactant]
o periferia micelara a b

Proprietatile apei inglobate in micele inverse:
a — schema unei micele inverse de AOT;
b — variatia proprietétilor fizice ale apei in micele inverse

(@) Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 21
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

* Micelele inverse au, de regula, diametrul
ntre 2 si 20 nm.

» Dimensiunile micelelor inverse formate de
AOT depind de temperatura si de
continutul de apd inglobat, respectiv de
raportul molar apa surfactant.

» Ele variaza, la temperatura camerei, intre 2
nm (uwy = 0) si 15 nm (w, = 60).

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 22
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

- Micelele inverse de AOT:

- 1si maresc diametrul la cresterea concentrafiei
de apd, dacd concentratia AOT ramane
constanta (C);

- la continut de apad constant, cresterea
concen'rr'a’na de AOT conduce la micsorarea
diametrului micelelor inverse (A);

- daca atat concen’rm’na apei, cat §i concentratia
AOT cresc in acelasi raport, marimea micelelor
ramadne aproximativ constantd, marindu-se doar
numarul acestora (B).

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 23
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Formarea si proprietatile micelelor inverse

A
A

Concentratia AOT

Concentratia apei
24



Formarea si proprietatile micelelor inverse

* Micelele inverse sunt dispersate uniform in
solventii organici nepolari, formand sisteme
omogene, stabile termodinamic.

* Practic apa este dizolvatd sub forma de
micropicdturi, stabilizate interfacial de
surfactant, in mediul organic nepolar.

+ Aceste sisteme sunt foarte dinamice: amestecdnd
o solutie de micele inverse de diametru mare cu o
solutie de micele inverse de diametru mic, in
cateva secunde se obtine o solutie continand

! micele inverse avand un diametru intermediar-.

Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 25
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IZOOCTAN

T
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Diagrama sistemului ternar apa — AOT — jzooctan la 15 °C

Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii



AQT

- B == s
. . Tl
e -. -.. l-..- l-. -'.- "
T e A A
. § il i SD‘:}I‘I
- . . . - -
- . - - - - -
. - . - - .
L R . u
Ll R L - e = !
X L s AL ! ]
- . . o .
'.. -'..- [ l-.. [}
— - - -
L2 + L1 o
']

| | [ | gy .

1 | | '
80% 60% 40% 209 lsooctane
%

H.O

Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii

27



Formarea si proprietatile micelelor inverse

» Datorita polaritatii mediului lichid din interiorul
micelei inverse, aici se pot solubiliza compusi
polari ca aminoacizi, enzime, proteine, compusi
care sunt insolubili sau instabili Tn solventi
organici obighuiti.

+ Dimensiunile micelelor inverse pot depinde de
natura compusului dizovat h faza apoasa interna:

- micelele inverse de AOT Tn hexan (ug = 6) care confin
ADN au un diametru de 100 - 150 nm,

- aceleasi micele, dar fara ADN incorporat, au doar 10 nm
Th diametru.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 28
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Mecanismul extractiei in micele inverse

* Micelele inverse au capacitatea de a extrage
biomoleculele Th apa din faza interna dispersata
Thtr-un solvent organic (hexan, izooctan etc.).

+ Capacitatea de extractie depinde de punctul
izoelectric (pI) al proteinelor, respectiv de pH-ul
si tdria ionica a solutiei din care se realizeaza
extractia.

» Solventul organic permite organizarea micelelor
inverse si separarea apei din faza internad de
volumul de apa din faza din care se extrag

' componentii doriti.
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 29



Faza organlca

Principiul P
procesului de %fé %\%\%

[ )
extractie R

lllll

Faza apoasa

i

,f’ Surfactant «~— Proteina

Substanta
Micela inversa ")

)
| . 3 (\ y
‘z #55-  incluzand proteina | nedoritd
]
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Mecanismul extractiei in micele inverse

+ Electrolitii si proteinele solubilizate in faza
apoasd internd pot fi schimbate intre
micelele inverse, pentru acest tip de
transfer fiind propuse trei mecanisme
posibile:

a doud micele inverse;

prin stratul
dublu de surfactant format la punctul de
contact dintre doua micele inverse care nu
fuzioneaza;

prin faza organica dintre

W/ . °
' doua micele inverse.
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 31



micele inverse

Proteina

oxactieiin e S
~

Micele Faza organica

- leZiLlne inverse

tranzitorie N a4y
(o) e
+ +
- difuziunea
.
J

moleculelor ‘%
solutului
- migrarea solutului

b ( )
I/ \
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Mecanismul extractiei in micele inverse

* Procesul global de transfer de masa interfazic
prin care solutul trece din faza apoasa in faza de
micela inversa este rezultatul a trei procese
elementare, fiecare dintre ele putand fi
determinant de viteza:

- (i) difuzia solutului (proteinei) din faza apoasa catre
interfata dintre faza apoasa si faza organica, respectiv
difuzia micelei inverse din faza organica catre
interfata;

- (ii) includerea solutului Tn micela inversa la interfata;

- (iii) difuzia micelelor inverse in volumul fazei organice.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 33
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FAZA ORGANICA
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(V
@® PROTEINA

FAZA APOASA @

Mecanismul transferului interfazic al proteinelor din faza
apoasa in faza organica prin intermediul micelelor inverse

34



Factorii care influenteaza transferul

biomoleculelor in micelele inverse

» Principalii factori care influenteaza repartitia
biomoleculelor intre faza apoasad externa si faza apoasa
intferna din micelele inverse:

- pH-ul,

- *dria ionica,

- tipul electrolitului din faza apoasa,
- tipul si natura surfactantului,

- tipul solventului organic.

* Repartitia proteinelor si aminoacizilor in micelele inverse
este controlatd de interactiunile electrostatice dintre
moleculele incarcate electric i partile hidrofile ale
surfactantilor, dar si de unele fenomene de respingere in
functie de mdrime, care depind de dimensiunile relative
ale micelelor inverse ca molecule gazda (Aosf7) si de
dimensiunile biomoleculelor, ca molecule oaspete (guesf).

Af‘\h Lucian Gavrila — Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 35
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pH-ul

» Determinad sarcina neta a proteinelor,

» Trebuie sa confere proteinei o sarcina ne’ra de semn 1 opus
sarcinii capatului polar al surfactantului, a.7. sa apara o
atractie electrostaticd infre suprafata proteinei si capatul
polar hidrofil de la suprafata internd a micelelor inverse.

* Forta motoare a transferului proteinelor = diferenta de
potential.

) leeren’,ra PHmediu - pIpr'o‘reina =12
- eficienfa extractiei sd fie ridicatd,
- denaturarea sd fie minima.

» Pt. surfactantii anionici, pH < pI

» Pt. surfactantii cationici, pH > pI.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 36
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Taria ionica

+ Concentratii mari de sdaruri in faza apoasa
externd ecraneazd interactiunile electrostatice
intre proteine si capatul polar al surfactantului,
reducand forta motoare disponibila pentru
solubilizarea proteinelor.

+ Cresterea tdriei ionice face ca interactiunile
repulsive dintre capetele polare ncdrcate electric
ale surfactantilor sd se micsoreze, micsorandu-se
astfel raza micelei inverse.

- Dacd raza micelei inverse devine mai mica decat
raza agrega’ruluu proteic extractia nu mai poate

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 37



Taria ionica

- Studii efectuate cu diverse saruri (NaCl,

NaSCN, Na,CO3, KCl, CsCl, BaCl,) indica o
uternicd reducere a CGHTITGTII de apa

inglobate Tn micela inversd; la o crestere a

concentratiei de NaCl de 0,6 M, de ex.,
raportul molar w, scade de la 50 la 15.

Alt efect al cresterii tariei ionice =
determina ionii sa migreze hspre microfaza
apoasa din interiorul micelei inverse,
obligand astfel proteinele sd migreze din

(O (&
' aceasta zona.
e : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 38



* Prin modificarea controlata a pH-ului si a tdriei

ionice se poate realiza separarea unor proteine in

functie de mdrimea acestora:

% Solubilized

20

- 100
L - BO
-
)
o
L . = 60
Fa]
=
°©
v
_ . 52 40
| | 20
12 14 0.2 0.4 0§ 'D..B ‘ 1.0
KC1 Concentrotion, M

Efectul pH-ului si al tériei ionice a solutiei asupra solubilizéarii unor biomolecule:
(O) — citocrom C; (L) — lizozima; (A) — ribonucleaza A
a — sistem AOT — jzooctan cu 0,1 M KCI;
b — sistem AOT — jzooctan fara control de pH.
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Concentratia surfactantului

+ Afecteazad atat transferul proteinei in faza
de micele inverse, cat si reextractia
acestela.

» O concentratie ridicata de surfactant
poate Tntarzia procesul de reextractie.

* Proteinele cu masa moleculara mica pot fi
extrase mai usor decat cele voluminoase,
utilizdnd concentratii reduse de surfactant.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 40
IANIVERNSI AT A BAC AL



Co-surfactantii

+ Sunt substante care favorizeaza dizolvarea
surfactantului Th faza organica si stabilizeaza
micelele inverse formate

+ Deoarece surfactantii cationici formeaza micele
inverse foarte mici (u, < 3), prezenta co-
surfactantilor este imperios necesara.

+ Surfactantii anionici formeaza micele inverse
mari (wp = 20 = 115), astfel incat addugarea de co-
surfactanti nu este obligatorie.

» Co-surfactantii uzuali sunt alcoolii alifatici cu
‘ catenad liniara C, - Cy, si alcoolul benzilic.
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Raportul volumic V, /V,.,

+ Cu cat raportul volumic dintre faza apoasa (V) si
faza organica (V,,,) este mai redus, cu atat
procesul devine mai economic, iar bioprodusul este
obtinut intr-o forma mai concentrata.

* Cresterea raportului volumic conduce la scaderea
gradului de extractie.

* O crestere a raportului fazic de la1la 5 ducelao
scddere de numai 5% a gradului de extractie
pentru peroxidazd, ih timp ce cresterea raportului
fazic de la 1 la 4 duce la scaderea gradului de

’ extractie de la 87% la 63% Tn cazul inulinazei.
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Natura si tipul solventului

» Pot influenta transferul biomoleculelor din faza apoasd in
faza organica.

» Solventii utilizati nu trebuie sa fie miscibili cu apa.
» Solventii uzuali utilizati Th extractia cu micele inverse
sunft:

- hidrocarburi alifatice (#-octan, /~octan, heptan, ciclohexan) sau
aromatice (benzen),

- amestecuri de hidrocarburi (kerosen),
- cloroform.
+ Extractia tripsinei:
- amdul de extractie este ridicat (circa 70%) Tn cazul utilizarii
erosenului drept solvent,

- scade la jumdtate (circa 35%) cand se utilizeazd ca solvent
ciclohexanul.

- Se poate explica acest lucru prin aceea ca solventul este capabil

de a denatura forma si structura micelelor inverse.
J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Alti factori

+ Caracterul hidrofob sau hidrofil al
biomoleculelor extrase influenteaza, de
asemenea, procesul. De exemplu, aminoacizii
cu structura hidrofilda sunt Thcorporati in
interiorul micelelor inverse, pe cand cei
hidrofobi la interfata acestora.

+ Temperatura, care influenteaza
proprietatile fizico-chimice ale micelelor
inverse, are un rol important in special n

ﬂocesele de reextractie a biomoleculelor.
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Reextractia din micele inverse

* Reextractia (extractia inversa) = operatia prin
care biomoleculele Thglobate Th microfaza apoasa
intferna din micelele inverse sunt trecute din nou
Tn volumul unei faze apoase.

* Procesul de reextractie este lent si dificil de
realizat farad pierderea semnificativa a activitatii
bioprodusului separat, fiind unul dintre
principalele impedimente care nu au permis
deocamdata implementarea extractiei cu micele
inverse la nivel industrial.
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Reextractia din micele inverse

* Pentru reextractia proteinelor din faza de miceld inversa
au fost studiate si propuse mai multe procedee:

modificarea pH-ului
modificarea temperaturii

utilizarea unor particule adsorbante de silice care retin proteinele,
apa si compusii tensioactivi din faza micelelor inverse

utilizarea zeolitilor pentru deshidratarea fazei de micele inverse

distrugerea fazei de micele inverse si eliberarea proteinelor prin
addugarea unor cantitati ridicate de solvent organic (acetat de
etil)

adaugar'ea unor solutii care contin ioni de Ca?* (CaCl,) sau K* (KCI),
care Thlocuiesc ionii Na* din structura surfac’ran‘rulun si formeaza
un complex hidrofob cu acesta
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Reextractia din micele inverse

Reextractia proteinelor este afectata de valoarea pH-
LI|LII si de concen‘rra’rla sarurilor in solufia de alimentare si
n solutia utilizata pentru reextractie.

Este de dorit ca taria ionicd a SO|UTI€I In care se face
reextractia sd fie cat mai mare, iar pH-ul sd fie similar cu
valoarea pI a proteinei care trebuie purificata.

Sarcina proteinei trebuie sa fie aceeasi cu cea a capatului
polar al surfactantului pentru a se permite eliberarea
proteinei din micela inversa.

Desi modificarea pH-ului este foarte eficienta pentru
reextractie, aceasta poate cauza si degradarea
moleculelor pr'o’relce respectiv pierderea activitatii
enzimelor extrase.
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Reextractia din micele inverse

Temperatura are o influenta puternica asupra proprietatilor micelelor
inverse. Eficienta reextractiei poate fi imbundtatitd prin cresterea
temperaturii.

Madrirea temperaturii duce la cregterea raportului ug, in final
ajungandu-se la distrugerea micelelor inverse, cu formarea unei faze
apoase distincte in care sunt concentrate majoritatea biomoleculelor
extrase. Aceastd faza este separata apoi prin centrifugare.

La cresterea temperaturii se produce inactivarea termica a enzimelor;

Temperatura la care se realizeaza procesul de reextractie = un
compromis intre:

- cantitatea de proteind recuperata
- activitatea sa enzimatica.

Pentru majoritatea enzimelor, domeniul optim al temperaturilor de
reextractie este cuprins intre 30 - 38 °C, la peste 40 °C
observandu-se o scadere accentuatad a activitatii enzimatice.
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Temperaturi de reextractie optime pentru pastrarea activitatii enzimatice

Enzima a-amilaza | glucoamilaza | inulinaza | a-chimotripsina

Temperatura de 32 35 37 38
reextractie
corespunzatoare
activitatii
enzimatice maxime

[ °C]
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Reextractia din micele inverse

Comparativ cu celelalte metode, reextractia prin modificarea
temperaturii este deocamdata cea mai eficientd modalitate de

recuperare a biomoleculelor.

Comparatie intre douéa procedee de reextractie a a-amilazei

Caracteristicile procesului

Reextractie

fara cresterea

CuU cresterea

temperaturii temperaturii
Activitate initiald [%] 100 100
Pierderi la extractie [%] 3 12
Eficienta totala [%] 30-50 73
Factor de concentrare al solutiei finale 10 2000
ﬁ!ﬁ% Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 50




Reextractia din micele inverse

» Cercetari recente iau n calcul facilitarea
procesului de reextractie prin utilizarea la
formarea micelelor inverse a co-surfactantilor, in
vederea unui control mai bun al proprietatilor si
structurii acestora.

» Alcoolii avand proprietdti amfifile ar putea fi buni
agenti de modificare ai micelelor inverse.

» Amfifil - atat caracter hidrofil datoritd gruparii -
OH, cat si caracter hidrofob datorita catener
alifatice
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Efectul adaosului de co-surfactant in micelele inverse de AOT/i-octan
asupra gradului de reextractie al BSA (a) si citocromului c (b)

[%].

co
o

Grad de reextractie BSA
(4%}
o

=
o

n
o
|

B
o

®  AOT 100mM
| w +PrOH 30mM

| <&+ HexOH 30mM
| O+ OctOH 30mM

1 2 3
Timp [ore]

o
o

[%]

(L] .Y
] o

Grad de reextractie citocrom c
— (8]
[an] [ ]

(b)

AOT 100mM
¥ + PrOH 30mM
<+ HexOH 30mM
O+ OctOH 30mM

2 3
Timp [ore]

La concentratii egale de co-surfactant, efectul accelerator scade in ordinea:

octanol (octOH) > hexanol (HexOH) > AOT fara co-surfactant > propanol (PrOH)

&

AU

FAIVERMIE AT A BAC
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Reextractia din micele inverse

» Etapa determinanta de vitezad a procesului de
reextractie este procesul de desolubilizarea a
proteinei la interfatd, proces descris de ecuatia:

1+ K, ) C
K, 7= : ‘In 1—( ]X) =
* 1n care: L org ]

- K, - constanta de viteza a procesului de reextractie,

- Ky= (%,)/(c%,,) - constanta de distributie la
echlllbru

- 7-durata procesului,

- &, - concentratia initiald a proteinei h faza organica,

' - &, - concentratia actuala a proteinei in faza apoasd.
Y
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Procesul tehnologic de extractie

cu micele inverse

» Etapele principale ale procesului tehnologic de
extractie cu micele inverse sunt:
- extractia propriu-zisa (extractia directa) - procesul
prin care biomoleculele sunt transferate din faza

apoasa initiald Tn microfaza apoasad din interiorul
micelelor inverse,

- reextractia (extractia inversa) - procesul prin care
biomoleculele sunt stripate din interiorul micelelor
inverse Tntr-o noud faza apoasa.

+ Pe langa aceste procese principale, in tehnologia
extractiei cu micele inverse mai intervin si alte

etape:
J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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solvent

apa organic

Y

surfactant  solutie proteina bruta solutie salina

2,
@
<]

\ 4

>

solvent
organic
recuperat

I
.....

v
NN
o

faza apoasa

v

|
:
:'-5;@

T
%

Q amestecare

Separare

Schema de principiu a procesului tehnologic de extractie cu micele inverse:

v

faza apoasa + impuritati

v

solutie proteina purificata

1 — prepararea microemulsiei; 2 — separarea microemulsiei; 3 — extractia directa;
4 — separarea fazelor; 5 — reextractia (striparea biomoleculelor); 6 — separarea
fazelor si recuperarea solventului

A

INIVERSTT A TIEA BACAL
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Procesul tehnologic de extractie

cu micele inverse

» Intr-o prima etapad are loc formarea
microemulsiei de micele inverse dispersate in
solvent organic.

- In acest sens se prepard un amestec de solvent
organic, surfactant si apd, intr-o proporfie care
sd asigure valoarea concentratiei micelare critice
(CMC), respectiv a concentratiei minime de
surfactant la care se formeaza micelele inverse.

* Microemulsia este separata de faza apoasa Tn
exces gi trecutd ih procesul de extractie.
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Procesul tehnologic de extractie

cu micele inverse

» Extractia se poate realiza principial Th doud moduri:

- (i) prin amestecarea fazei organice care contine micelele inverse
cu faza apoasd care contine proteina si impuritdtile hidrosolubile
rezultate in urma dezagregdrii masei celulare (glucide, lipide, acizi
hucleici etc.);

- (ii) prin suspendarea pulberii de proteind brutd ih microemulsia de
micele inverse Tn solvent organic.

* Transferul proteinei in faza micelard inversd este facilitat
printr-o agitare blanda, avand ih vedere tensiunea
interfaciald foarte micd din sistem: 1 - 2 mN/m fata de 8
- 50 mN/m n sistemele clasice de extractie cu SOIVCHTI
organici.

* Avantajul tensiunii interfaciale mici = timpul de contact
redus necesar realizdrii transferului proteinei Tn interiorul

! micelelor inverse.
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Procesul tehnologic de extractie

cu micele inverse

Dupad extractie =» separarea fazelor prin decantare
gravitationala sau prin centrifugare la viteza mica.

Faza organicd, confindnd proteina incapsulatd h micelele
inverse este trimisa la reextractie.

In urma reextractiei micelele inverse sunt distruse,
formandu-se o faza apoasa care contine proteina
purificatd. Aceasta faza se separd de faza organica prin
decantare gravitationald sau centrifugalad.

Faza organica este recirculatd in etapa de preparare a
microemulsiei, iar faza apoasa este prelucratain vederea
recuperarii proteineil.

PROBLEME: pierderile de surfactant Th faza apoasa
rezultatd la prepararea microemulsiei gi in faza apoasa in
care este reextrasa proteina. Datorita acestui fapt este
necesarad utilizarea de surfactant proaspat, fapt care duce

‘ la cresterea costului separarii.
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Procesul tehnologic de extractie

cu micele inverse

* Procesul poate fi realizat in regim:
- discontinuu,
- continuu.

* Pentru extractia discontinud a a-amilazei s-au
folosit flacoane de 50 mL inchise etans, agitate
timp de 2 min la 250 rot/min pentru realizarea
extractiei gi centrifugate timp de 5 min la 3500
rot/min pentru separarea fazelor.

- De asemenea, au mai fost utilizate:
- celule cu agitare,

' - celule rotative de difuzie.
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Instalatie de extractie continua cu doua unitati agitator/decantor

Faza micelara inversa 2 25 mm
E \ > 6'0/77
Faza micelara inversa 1 o \(77
o1 %
Probe
faza
A 4 v . o
e dispersa
S
o
o
(40}
EXTRACTIE REEXTRACTIE |
) Faza
S dispersa
- Solutie apoasa initiala — Solutie de stripare L ol I cu micele
v \ - inverse
Solutie apoasa epuizata Solutie proteina purificata
Faza apoasa
continua

Coloana cu pulverizare
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Aplicatii ale extractiei
cu micele inverse

» Pand in prezent s-a demonstrat posibilitatea
utilizarii extractiei cu micele inverse pentru
recuperarea unor produse de biosinteza intra- si
extracelulare:
- proteine,

- peptide,

- acizi nucleici,
- acizi organici,
- antibiotice,

- steroizi.

LY G sy ‘ / - (
o = S
i'r | - N
) Uy
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Aplicatii ale extractiei
cu micele inverse

* Procesul de extractie cu micele inverse nu
este incd aplicat la scara industriala:

- dificultatea reextractiei proteinelor in faza
apoasa,
- imposibilitatea reutilizarii micelelor inverse

datorita pierderilor importante de surfactant
Th faza apoasa,

- prezenta n solutiile apoase reale rezultate la
dezagregarea masei celulare, a unor compusi
impurificatori (acizi nucleici, zaharuri, peptide
etc.) a caror comportare este putin cunoscuta.
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Extractia cu micele inverse in

prezenta masei celulare

» Separarea a-amilazei:
- din lichide de fermentatie filtrate,
- din lichide cu un continut de cca. 1% biomasa
umeda
* conduce la rezultate identice: prezenta

masei celulare nu influenteza h mod
semnificativ procesul de extractie.

» Concluzii similare au fost trase si Th cazul
separarii inulinazei din K/luyveromyces
marxianus.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Extractia cu micele inverse in
prezenta masei celulare

- Cu sau fara liza celulelor, cu sau fara
partitia masei celulare intre faze, este
posibila extractia micelara inversa direct
din lichidul de fermentatie, fara o separare
prealabila a masei celulare.

» Eliminarea etapei de separare a masei
celulare Tn procesul de prelucrare Tn aval de
bioreactor este un alt argument pentru
utilizarea extractiei cu micele inverse la

e . (&
‘ scara industriala.
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Izolarea si renaturarea proteinelor

In cazul proteinelor intracelulare continute n corpii de incluziune,
micelele inverse pot fi folosite cu succes 7n izolarea si
.reimpachetarea” corectad (renaturarea) proteinelor denaturate:

I corp de incluziune

'

AW proteind solubilizata

l SPALARE proteina
turata
Q.\/ .A l Q.\/ .A rena
) e il e mmm) —o@De mmm) @

s 7N

Wi
—e ®—_ micela inversd
IR 65



Sinteza proteinelor in micele inverse

+ Sinteza proteinelor /n vitro, in absenta celulelor
(cell free protein synthesis) se poate realiza:
- pe cale chimica,
- pe cale enzimatica,

+ fiecare metoda avand avantaje si dezavantaje.

. Intrucat micelele inverse, prin insasi natura lor,
prezintd o compartimentare obligatorie, ele ar
putea reprezenta un mediu potrivit pentru sinteza
/ih vitro a proteinelor.
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Sinteza proteinelor in micele inverse

Este semnalata:

- sinteza /n vitroa m‘rerleucmel umane 2 [proteind scurtd, o
secventd de 156 aminoacizi], Tn micele inverse de Brij 96 Tn
ciclohexan,

- sinteza /n vivo a p- galac’rozldazeu in plasmida recoltata din £. co/i si
micele inverse de Tween 85 Tn palmitat de /~propil.

In cazul sintezei unor proteine mai voluminoase [proteina

albastra fluorescenta - BFP, proteina imbunatatita verde

fluorescentd - EGFP], prezenta micelelor inverse are un

efect advers asupra randamentului Tn proteina.

Una dintre explicatii este secvenfa mai mare de aminoacizi
(238) necesara sintezei EGFP.

BFP - Blue Fluorescent Protein;
EGFP - Enhanced Green Fluorescent Protein;

4
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* Pentru sinteza EGFP se recomanda
utilizarea unor compartimente mai mari,
cum sunt, de ex., emulsiile A/U.

- O astfel de emulsie, formata din 4,5% vol.

Span 80, 0,5% vol. Tween 80, 5% solutie
apoasa in ulei mineral, a fost utilizata
pentru prima datd in sinteza .cell-free" a
proteinelor.

J\L Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
IANIVERNSI AT A BAC AL

68



Plasmida

Premix Extract S30 20 aminoacizi

FFFFFFFFFFY

Combinarea
fazelor lichide
apoase la 4 °C

Emulsificare la 4 °C

Schema de principiu a

procesului de sinteza

,cel-free” a proteinelor
in emulsii de tip A/U

e | e

FAIVERMIE AT A BAC

AU

Amestec apos de Plasmida,
Premix, extract S30 si 20
Aminoacizi — amestec de
sinteza “cell-free”

O O Amestec de sinteza
“cel-free” in picaturi
@) de emulsie A/U
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Sinteza ,cell-free” a EGCP in emulsie A/U cu 0,45% vol Span 80; 0,05% vol Tween
80; preparare la 4 °C, incubare la 37 °C:
a—0min; b—11min; c—23 min; d — 32 min; e — 44 min; f — 57 min; g — 21 h;
Control negativ: h — 0 min; i — 21 h. Bara reprezinta 50 um



Sinteza ,cell-free” a BFP in emulsie A/U cu 0,45% vol Span 80; 0,05% vol Tween
80; preparare la 4 °C, incubare la 37 °C:

a—15min; b—-1,25h; c— 3,25 h; d -5 h; e — 23 h; Control negativ: f — 30 min; g —
1,5 h; h — 5,25 h. Bara reprezinta 50 um



EXTRACTIA CU AFRONI



EXTRACTIA CU AFRONI

» Afronii sunt unitati distincte de fluid, Tncapsulate
prin infermediul unui film subtire de surfactant
(.balonas de sapun”), intr-un alt fluid.

—————

#ﬁiﬁ‘“‘.& AR ‘é-:‘éﬁ‘?-“ Stable Bubble Structure!!
s 'q; N it 0 # F“ H\.
Hf‘&?—. .'.,4 '_"‘\g 1-.'. F"'\ ""x
rEL % X6 ,_ru 2 ﬁx\
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i a~ -l
|'+ : H'? Air ‘\ ' Nutrients
1g~ 7P Core —b
11::4 % ‘f G0 B\ 4 M
¢ --‘ f oy | |
\x& e sl

‘\'{E. 3 Sl - --"..r
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Volumul fazei lichide

Suprafata exterioara
a filmului de surfactant

Suprafata interioara
a filmului de surfactant

Strat dublu
electric
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Volumul fazei lichide

Suprafata exterioara
a filmului de surfactant

Suprafata interioara
a filmului de surfactant

Strat dublu
electric
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Microfotografii ale unor afroni
a — CGA din solutie de HTAB (bromura de hexadeciltrimetilamoniu —
C19H42NBr); b — CLA din kerosen

(©))



Afroni coloidali gazosi - CGA

Se obtin prin agitarea energica (5000 - 10000 rgm) la
temperatura camerei a unei solutii de surfactant.

Dupd cateva minute de agitare se obtin CGA care se
separd ridicandu-se la suprafata solutiei.

Acesti CGA pot avea o porozitate (fractie de goluri) de
pana la 70%, uzual de peste 50%.

Bulele de gaz incapsulate sunt stabile gi prezintad un
spectru ingust si reproductibil al diametrelor.

Stabilitatea afronilor este conditionata de concentratia
surfactantului, care trebuie sa fie mai mare decat
concentratia micelard critica.

* In cazul utilizarii surfactantilor ionici, tdria ionica a
solutiei este hotaratoare pentru stabilitatea afronilor.

Stabilitatea maxima se obtine Th solutii de NaCl 0,002 -

[ J
’ 0,05 mM.
() : Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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Afroni coloidali gazosi - CGA

motor electric

> 6000 rpm
lichid spumant | Y CGA
I )
sicane 3
——= | disc rotitor

Dispozitiv pentru obtinerea CGA

Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii

78



Afroni coloidali gazosi - CGA

* Majoritatea aplicatiilor CGA se bazeaza pe o
serie de proprietati ale acestora, cum ar fi:

* (i) suprafata interfaciala
mare,

Aplicatia
. (||) posibilﬁ'afea de a Remedierea solurilor contaminate cu
. . hidrocarburi
CldSOf'bl PClr'TlCUIZ IC( Epurarea apelor contaminate cu metale
inTer'fClTC( miCPObLllelor',' Epurarea apelor contaminate cu coloranti

(III) STGbi“TGTCG. Extragerea minereurilor prin flotatie

Indepdrtarea algelor din apele poluate

Curdtirea nisipului Tmbibat cu titei

Flotatia celulelor de drojdii

broteinelor
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Afroni coloidali gazosi - CGA

: SeFararea proteinelor se poate realiza prin
utilizarea unor CGA preparati din diversi
surfactanti.

* CGA proveniti din AOT se pot utiliza la separarea:
- lizozimei,
- ribonucleazei,

- proteinelor din zer [s-a separat din zer
B-Iactoglobulina, g{mdul maxim de separare (86%)
obtinandu-se la pH = 8]

* CGA din Triton X114:

- Separarea enzimelor recombinante din bulionul de
cultura

- CGA din CTAB sau Tween:

‘ - Separarea proteinelor din zer
e Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii 80



Afroni coloidali gazosi - CGA

* La scara de laborator, procesul de separare
a proteinelor cu ajutorul CGA implica
urmatoarele etape:

- prepararea CGA utilizand un dispozitiv similar
celui prezentat anterior,

- amestecarea CGA cu solutia care contine
proteina,

- transferul proteinei Th faza de afron,
- separarea fazei de afron,
' - recuperarea proteinei din faza de afron.
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BO00 rpm

a b ¢ d FAZA AFRON

=

s

i ’:""-‘h:"'t-; ﬂi‘r

*,

CGA agitator  solutie amestec FAZA LICHIDA
magnetic  proteina CGA - proteina

Separarea proteinelor cu ajutorul CGA:
a — prepararea CGA; b — adaugarea CGA la solutia de proteina;
c — amestecarea fazelor; d — separarea fazelor
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Afroni coloidali gazosi - CGA

» La contactul proteinelor cu afronii, acestea se
adsorb pe surfactant prin forte electrostatice
si/sau hidrofobe.

+ Este posibild formarea unui complex ntre
surfactant si proteind prin neutralizarea
sarcinilor electrice, fapt care conduce la
precipitarea proteinei.

* Faza de afron se separa usor de faza lichida,
datorita faptului ca avand un volum liber mare
(~50%), are densitate mica si se ridica la

' suprafata fazei lichide.
Y 7 Lucian Gavrila - Tehnici de separare si concentrare in biotehnologii
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EXTRACTIA CU AFRONI

Deocamdatad nu exista aplicatii la scara industriala
ale separdrii cu afroni, mai fiind incd de elucidat
anumite aspecte ale mecanismului si selectivitatii
separarii.

De asemenea, nu au fost inca studiate aspectele
referitoare la transpunerea la scara a procesului.

Utilizarea la scara industriala a separarii cu
afroni este atractiva, deoarece scade numarul
etapelor necesare separarii unui anumit bioprodus.

Astfel, prin extractia cu afroni s-ar putea Tnlocui
secventa de operatii: centrifugare - filtrare -

' extractie - cromatografie.
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