ZAKLJUCNI PROCESI V
BIOTEHNOLOGIJI

LoCevanje topnih produktov —
koncentriranje

Ekstrakcija



Ekstrakcija kapljevina - kapljevina

o s pomocjo topila, ki se z osnovnim topilom (voda) ne mesa,
ekstrahiramo produkt iz raztopine — osnovana na razlicni
porazdelitvi topljenca med dvema kapljevinama

O uporaba: za Sirok spekter produktov z razlicnimi fizikalno
kemijskimi lastnostmi; najpogosteje izolacija lipofilnih
produktov, temperaturno obcCutljivin produktov (antibiotiki,
steroidi,...)

o najucinkovitejsa ekstrakcija polarnin produktov (lahko
spremenimo s predhodno ionsko izmenjavo), Ce jih lahko
ponovno ekstrahiramo v vodno fazo; na ta nacin lahko
produkt tudi oCistimo necCistoC

o pogosto uporabljenih vecC stopenj ekstrakcije - v eni stopnji
premajhen izkoristek




Topila v biotehnologiji

o Voda — najpogostejse, “naravno” topilo
o Organska topila (boljSa topnost substratov):
Izbor odvisen od vpliva na encime oz. celice

10gP oktanolivoda topnost v vodi vpliv na encimsko aktivnost
-25do0 popolnoma ni deaktivacije encima
0do2 delno hitra deaktivacija encima (omejena uporaba)
2do4 slabo encimska aktivnost pogosto nepredvidljiva

(previdna uporaba)

>4 se ne mesa zagotavlja visoke aktivnosti

o lonske tekoCine (ionic liquids): “zelena topila”

soli, tekocCe pri sobni temperaturi (visoka talisCa, nizek parni tlak,
najpogostejsi kationi nevnetljive, nestrupene, lahko stabilizirajo encime)

[\ N A

R
|
N A\ ~\ A
@\4 _> H’N@ L A
4

najpogostejSi anioni

PF,- , BF,~, CI— ,Br -


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5a/Commonly_used_cations.png

lonske tekocCine (ionic liquids)
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o Uporaba:

® Electrolyte in batteries

® Metal plating

® Solar Panels

® Fuel cells

® Biomass processing

*® Electro-optics

*® Refractive index

® |on propulsion ® Drug delivery

® Thermodynamics

® Biocides

® Binary and ternary systems

® Personal care

® Embalming

® Matrices for mass

spectrometry

® Gas chromatography
columns

*® Stationary phase for

HPLC

® Lubricants

*® Plasticisers

® Dispersing agents

*® Compatibilisers ® Catalysis

® Microwave chemistry

® Nanochemistry

*Multiphasic reactions and extractions




EvtektiCna topila — ,,zelena” topila

Deep Eutectic Solvents Formed between Choline Chloride and
Carboxylic Acids: Versatile Alternatives to lonic Liquids
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Abstract: Deep Eutectic Solvents (DES) can be formed between a vaniety of quaternary ammonium salts
and carboxylic acids. The physical properties are significantly affected by the structure of the carboxylic
acid but the phase behavior of the mixtures can be simply modeled by taking account of the mole fraction
of carboxylic acid in the mixture. The physical properties such as viscosity, conductivity, and surface tension
of these DES are similar to ambient temperature ionic liquids and insight into the cause of these properties
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Figure 1. Freezing pomts of choline chloride with phenylpropiomec and

3 ; : e Figure 2. Freezing points of choline chloride with oxalic, malonic, and
pheanylacetic acids as a fuaction of composition.

succinic acids as a function of composition.




LoCevanje glede na lastnosti snovi

<+ mikro filtracija —> R klasiénafiltracija —
— ultrafiltracija —
- «— gelska kromatografija —_—
. . <+— reverznaosmoza —*
difuztvnost - dintioa .
lonski naboj <+— jonskaizmenjava —>
topnost «— | ekstrakcija | —
<+— ultracentrifugiranje —
gostota — centrifugiranie —
D E— kapljevinski cikloni .
D — gravitacijska sedimentacija .
Mm 104 103 102 101 1 10 100 103

mm 07 106 10° 104 03 102 101 1
ioni 4’{* makromolekule miléroln_ski fini delci velikidelci -
elci



S-103

S-115

S-117

S-101
? % S-200
s.108  S-127 S-153
S-102
+H s.118  P-7/ST-105 »
S-119
+ Heat Sterilization .
+ P-2/ST-101 ¥
P-1/V-101 - 5105 P-6/V-104
Heat Sterilization P S-154
" Glucose Solution B
Acetate Solution ‘ S-201
P-30/DS-101
S-106
11‘0 S-121 [— Centrifugation
= J A "
L4 ¥ —— i
S107 P-20/V-105 $-150 S-202
P-4/ST-102 5-120 p-8/ST-104 208
ks S-152 Fermentation "
» Heat Sterilization Heat Sterilization @ S-204
P-21/G-101
P-3/V-102 S-151 S$-205
Media Solution Compressor \—‘_
S-126 4
S-111 P-22/ AF-102 ’—d_ _+
S-122
s Air Filtration 4
S-206
S-112
* 5123 = P-31/INX-101
+
: +
» S-125 g ) Cation Exchanger
o P-9/V-106 P-10/ST-103
P-5/V-1
MgS04 Solution Heat Sterilization P-32/ MX-103
Trace Elements Solution S-208 S-207
pH Adjust | é
P-34/ MX-102 ‘
S-226 o S-222 4 i
Mixing
S-230
S-225
S227  pa1/Hx-101 —®
S-21 @
Condensation
P - d - S-224 S-216
roizvodnja 4
P-43/ RVF-101
i S-228 S-223 SR20
p I r U Va.ta S Vacuum Filtration Praorxa0n s-215 S-209
P-36/MX-104 -33/ DX-103
- - Mixing
C e I I C a.l I I I s23 P-40/ CR-101 S-233 .38/ DX-102 pH Adjust Il Extraction Lactate
s Crystallization Reextraction
akterije N g =
S-234 b -
L . Extraction
Escherichia
. P-44/ FSP-101 S-232 s-214
C O | I Splitting Mother Liquor
S-235
b P-11/BGBX-101
- S-237 S-213

P-45/ FBDR-101

Fluid Bed Dryer

Solvent Recycling




Enostopenjska sarzna ekstrakcija
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topljenec iz zaCetne raztopine se porazdeli med fazama — odvisno od:
1. uCinkovitosti prenosa snovi (kinetika) in
2. selektivnosti topila oz. ravnotezja (termodinamika)



Enostopenjska sarzna ekstrakcija

zaCetna |
raztopina, V,, C, rafinat, V,, C,
- ena stopnja =
topilo, V., C, (idealna) ekstrakt, V., C,
———| e

koeficient porazdelitve (distribution coefficient):

_ ravnoteznakoncentraajav lazji(organski) fazi C
ravnoteznakoncentraajav tezji(vodni) fazi C
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Koeficienti porazdelitve za razlicne
topljence v sistemu topilo/voda

Type
Amino acids

Antbiotcs

Proteins

Sohite

Glycine

Alanine

Lysine

Glutarnic acid
-arninobutyne aid
.- aminocaprols acld

iceleshcetn
Cyelobesimn de
Erythromycin
Lincomyeln
igTamicidin
Hovobiozcin
Penicillin F
Pericillin K

irluc g8 120IMeT ase

Fumarasze
iatalasze

Solvents

ni-butanal
ni-butanal
ni-butanal
ni-bntanal
ni-tmtanal
ni-butanal

n-butan ol

Iiethylene chlonde
Ayl aetate
n-butan ol

Benzene

Chl oroform -methanol
Butyl acetate

Ayl acetate
Ayl acetate

FEG 1550/poassum
asphate
PEG 1550 potassium

phasphate
PEGicmde dexiran

K

001
002
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0.0
002,
0.3
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120
017
0.6
17
100

001
32
008

Eemarlks
25 =

atpH 42

atpH T.0
atpH 10
atpH 4.0
atpH 6.0
atpH 4.0
atpH 6.0



Odvisnost K, penicilina od pH
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Enostopenjska protitocnha kontinuirna

ekstrakcija
napajalna _
raztopina, @, C; rafinat, o, . , C,
ekstrakt, @, , C, idealna stopnja topilo, @, , C,

Snovna bilanca za topljenec (C, = 0): o 3
ekstrahirani delez oz.

ij’f .C, = ij’r -C, + @V’e .Ce stopnja ekstrakcije (f):
.I: _ djv,e 'Ce _ S
faktor ekstrakcije (S ali E): ~@,,-C, S+1
- ¢v e °Ce @v e
SaliE=—X% =K, —~ _C
¢vr'Cr @vr 1_f_C—

f



Vecstopenjske ekstrakcije
— nacini obratovanja
lsolvent

lsolvem

l solvent

final
tarsna feed stage raf stage raf stage raffinate
1 5 2 5 3
: composited
lextract l extract l extract
.
final
feed raf raf raffinate
kontinuirna, sotok —— ———> > —>
stage stage stage final
solvent 1 extr 2 extr 3 extract
e 3 - )
final
feed raf raf raffinate
kontinuirna, protitok final stage stage stage
extract 1 extr ) extr 3 solvent
- <—— <« -




Kremserjeva enacba

N =

DolocCanje stevila stopenj

A (S-1)
"La-n)

+1
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¢V ,e
S=K,

Vv,r

fraction not extracted (1-f)

0.0

oo

2 3 4 5

number of stages N

neekstrahirani delez (1-f)

ekstrahirani delez (f)

fraction extracted (f)



GrafiCcha metoda doloCanja stevila
stopen] ekstrakcije

ravnotezna Crta

obratovna Crta X = f(yn )

ravnotezna cCrta

obratovna Crta

X & X :E(ynﬂ_yl)
y«(FEED) L
H ...molski tok tezje kapljevine
L ... molski tok lazje kapljevine
X ... molski delez topljenca v tezji kapljevini 1. stopnja:
y ... molski delez topljenca v lazji kapljevini
Hy, +L{0)= Hy, + Lx,
Yy .
y za vse stopnje:
Ly ~_L*n._1_ ¢L,xn_2(<l..x2 '—L - L.xo-o ETFH' - ].
n n-1 2 1 L Rl I k51
H. Y] = — = = — i H,y E-1
1
Hyn Hyn.1 JHya Hiy2



Kljucni parametri kontinuirne ekstrakcije

o delovni pritisk

O napajalna raztopina
pretok
temperatura
pritisk
sestava

o ekstrakcijska naprava

majhna medfazna napetost in
viskoznost — tvorba emulzije

visoka medfazna napetost in
viskoznost — potreben vedji
vnos moci za hiter prenos snovi

o delovna temperatura O ustrezno topilo:

topljenec Cim bolj topen, visoka
selektivhost

ostale komponente v napajalnem
toku Cim manj topne

visok koeficient porazdelitve —
manj potrebnih teoreticnih
stopen]

majhna viskoznost — povecCana
kapaciteta, hitrejSa separacija faz
nizka cena, nestrupen, nevnetljiv



Naprave za ekstrakcijo:
mesalnik — usedalnik (mixer — settler)

- enostopenjska kontinuirna ekstrakcija, najbolj uporabljana

- raztopina s produktom + topilo se intenzivho premesata —
vzpostavitev ravnotezja

- loCitev obeh faz v usedalniku — razlika v gostoti

mixer settler
extract
| e e e
DRI o 999
0.0 Tt o o°
0 o % oa %9
BEASIE :
0 O U e ,
0. 0- _ disperse phase
0 oy Qo \r> (solvent)
(VAR I L >
aqueous | 0 g Olg o * | raffinate
& ™
_EE.S_?_, © OQ Cgt% ¥ ——ccatinuous phase
: aqueous
o " s 0' 9 - Qo 4 ( q )
A slabost: zelo velike prostornine

aparatur
solvent phase



Kontinuirna ekstrakcija v koloni

<D

Feed

protitoCno delovanje



Kolone za ekstrakcijo

iztok lazje faze
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Centrifugalni ekstraktor

Enostopenjski centrifugalni ekstraktor

pretoki: 3 000 to 80 000 I/h

- idealni za sisteme, kjer je
razlika v gostoti pod 4%

- Ce proces zahteva vec
ravnoteznih stopenj

Vedlstopenijski c. ekstraktor
pretoki: 12 do 8.000 I/h

. Podbielniak centrifugal extractor POD. (Courtesy of Baker Perkins, Inc., Michigan [38



Primerjava razlicnih naprav za ekstrakcijo

prednosti

slabosti

mixer-settler

ucinkoviti

zagotavljajo dober prenos
snovi

lahko izvajamo razlicno stevilo
stopen;

zavzemajo veliko prostora
visoki investicijski stroski
visoki obratovalni stroski

kolone
(brez mesanja)

majhni investicijski stroski
majhni obratovalni stroski

manj uCinkoviti kot mixer-
settler
zahteven scale-up

kolone
(z meSanjem)

dobro dispergiranje

majhni investicijski stroski
lahko izvajamo razlicno Stevilo
stopen|

tezko loCujejo topila z majhno
razliko v gostoti

ne omogocajo visokih
pretokov

centrifugalni
ekstraktorji

lahko lo€ujejo topila z majhno
razliko v gostoti
kratki zadrzevalni Casi

visoki investicijski stroski
visoki obratovalni in
investicijski stroski

niso primerni za veliko stopenj




Ekstrakcija antibiotikov

kljuni problem: stabilnost pri nizkih in /ali visokih pH
— zelo kratek zadrzevalni Cas v ekstraktorju
— resSitev: sistem 2 centrifugalnih ekstraktorjev s protitoCnim delovanjem

rich extract tresh solvent

~f

broth

sufphufic acid

»

A4
spent broth

— ali: dodatek nosilca, ki reagira s produktom — izboljSan K, mozna

v o



Ekstrakcija produktov z visoko
molsko maso (proteini, encimi)

O uporaba vodotopnih polimerov ali meSanice polimerov in
anorganskih soli — njihove vodne raztopine z vodo tvorijo
vecCfazne mesSanice

primer: polietilenglikol, dekstran... + NaCl, K,HPO,...

o prednosti dvofaznih vodnih sistemov: visoka kapaciteta
proteinov, nedenaturirajoCe topilo, visoka selektivnost
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Odvisnost K, od molske mase

Kp odvisen Se od:
-temperature
-vrste soli (ioni)

_Mpolimera

3.0

2.0

1.0

0.1

0.05

—

7% dekstran 500,
10 mM fosfat
— 20 °C
trypsin
L)
.chyrnotrypsin

® papain

insulin

lysozyme

ovalbumin
@

a-amylasga.

BSA transferrin

,, MW (g/mol)




Shema procesa izolacije encima s
polietilen glikolom (PEG)

fresh PEG
600 PEG regeneration
<« < diluted PEG
PEG diluted [«
PEG
buffer buffer
PEG conc.
K-phosphate
brothl PEG ' PEG + water
enzyme
broth + —
K-phos-
holding phate
tank

PEG +

l enzyme ¢
concentrated enzyme
] . waste
mixer/settler (biomass/salt ultra/diafiltration




