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Foyladék-folyadék extrakceio

A folyadék-folyadék extrakcio (LLE — liquid-liquid extraction), olyan miivelet, amelyben egy
rendszerint kétkomponensii folyadékelegy egyik komponensét akarjuk kinyerni egy harmadik
folyadékkomponens, a szelektiv oldoszer segitségével. Az extrakciés miiveletet rendszerint
leparlas koveti. Hairom komponens vesz részt a LLE folyamatban: extrahdlodé komponens, a
hordozdja és a szelektiv oldoszer.

Alljon a szétvalasztandé anyaoldat A és C-bél, legyen B a C komponens szelektiv oldoszere (A
¢s B nem elegyedd folyadékok). Az extrakcios miivelet soran kapott termékek: az extraktum
(B és C, nagyon kevés A komponens), a raffinatum, azaz visszamaradt anyalag (A és kevés C,
esetleg nagyon kevés B komponens).

Az extrahdloszer kivalasztasa kulcsfontossagi, mert ez hatarozza meg az LLE folyamat
hatékonysagat. Az extrahald oldoszernek tobb kovetelménynek kell eleget tenniiik, hogy
gazdasagosan és hatékonyan elvégezhessiik a szétvalasztast.

— az értékes komponenst jol oldja, nagy szelektivitassal

— a hordoz6 olddszer és az alkalmazott extrahald olddszer lehetdség szerint minél
kevésbé oldodjon egymasban (ALAPFELTETEL)

— az extrahdlo oldoszert konnyl legyen elvalasztani az extraktum fazisbol (nagy
forrpont-kiilonbség, ne legyen azeotrop-képzodés, stb.)

— nagy legyen a stirliség-kiilonbség a hordozo- €s az extrahalo olddszer kdzott

— nagy legyen a hatarfeliileti-fesziiltség a két olddszer kozott az emulzio-képzddés
elkeriilése miatt

— az extrahalo oldoszer géznyomésa legyen alacsony a munkahdmérsékleten a
parolgasi veszteségek elkeriilése miatt

— legyen alacsony viszkozitasu a konnyebb szallithatosag céljabol

— legyen kémiailag és termikusan stabil

— lehetbleg ne legyen korroziv, mérgezo és gyulékony, és alacsony art legyen.

A 6 problémak lehetnek:
- emulzioképzddés,
- mérgezd anyagokkal valé munka,
- 1ddigényesség.

Ezen problémaék elkertilése végett szoktak alkalmazni a mini extrakcidt, melynek keretein beliil
kevesebb méreganyag felhasznalasaval egy kevésbé veszélyes folyamatot tudnak véghezvinni.
A keverés ¢és a rétegezés fontos €s sziikséges 1épések, hogy noveljiik az oldott anyag atvitelt az
oldoszerbdl az extrahloszerbe, és hogy elvalasszuk az extrahaloszert az oldott anyagtol.

- Megoszlasi hanyados: Az extrakcidés mivelet tipustol fiiggetleniil egyenstlyra vezetd
mivelet, melyre jellemzé a megoszlasi hanyados (N). N fliggetlen az oldott anyag
koncentraciojatol abban az esetben, ha az oldott anyag molekularis allapota egyik
oldoszerben sem fiigg a koncentraciotol.
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N= o _az ertékesanyag egyensulyi koncentraciojaaz extrakt fazisban
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Cr Caz értékesanyag egyensulyi koncentraciojaa raffinatum fazisban

A két fazis kozotti komponenstranszport az egyensulyi koncentraciok eléréséig tart.
Ezutan a hajtoerd (koncentraciokiilonbség) nulla.

- Szeparaciés faktor: egy dimenzidmentes faktor, amely megmutatja az oldott anyag
relativ disuldsat az extrahald szerben az extrakcios folyamat utan.
(Se/Re)

St= sdRa)

Se: sziikséges oldott anyag az extrahaloszerben
Re: sziikségtelen oldott anyag az extrahaldszerben
Sd: sziikséges oldott anyag az oldoszerben

Rd: sziikségtelen oldott anyag az oldoszerben

- Extrakcios faktor: az oldott anyag teljes tomege az extrahalt fazisban osztva az oldott
anyag teljes mennyiségével a raffinalt fazisban.

A héromszogu alaku fazisdiagrammokat altaldban arra hasznéljdk az LLe rendszerben, hogy
illusztraljadk a haromfazisu folyadék ekvilibriumot, ezeket a fazoidiagramokat egyszerii
hasznalni az olddszer fazisaban. Més tipusok is 1éteznek, nem csak haromszogek.

A folyadék-folyadéek extrakcids anyagatadasban harom komponens vesz részt €s 1étrejon két
nem- vagy csak részben elegyedd folyadékfazis. A harom komponens jelenléte miatt az ilyen
terner rendszereket célszerlien haromszog-diagramban abrazolni, mely altalaban vagy
egyenld oldall szabalyos haromszog, vagy egyenld szari derékszogli hdromszog.
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A haromsz0g csucsaiban a harom tiszta komponens allapotpontja talalhato, ahol a masik két-
két komponens koncentracija nulla. A haromszog oldalait kétkomponensii elegyek
allapotpontjai alkotjak, melyek két komponense az oldalon taldlhaté két csticsban 1évd
komponensek. A haromszdg altal hatarolt teriiletet az egyensulyi gorbe (bindda) két részre
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osztja. A bindda folotti részt homogén haromkomponensii elegyek allapotpontjai alkotjak.

A binbdda alatti teriilet instabil tartomdny, ahol azonnal bekovetkezik a fazis-szétvalas. A
szétvalas az un. egyensulyi hur (konéda) mentén torténik. A legrévidebb konodda valdjaban
csak egy pont, ez a kritikus oldasi pont (K). A szétvalas eredményeképpen keletkez6 raffinatum
fazis allapotpontja a kritikus ponttol balra, az extraktum fazis pontja a K ponttél jobbra
helyezkedik el a binodan.

Az egyensiilyi gorbe megmutatja az exrahalando komponens eloszlasat
a raffinatum ¢és az extraktum fazis kozott. A bindda alatti teriilet
altalaban csokken a homérséklet emelésével, ami a két oldoszer
kolesonos oldhatosaganak javulasaval magyardzhatd. Kivéve az extrém

nyomasi értékeket, a nyomas hatésa elhanyagolhat6 az egyenstlyi gorbe T
alakjara. /A

1<to<ts

LLE csoportositasa:

Standard extrakcié:

Ez a legegyszeriibb fajtaja, mely sordn az extrahaloszert 6sszekeverjik

higitoszerekkel egyetlen szakaszban, tobb szakaszban, vagy folyamatosan ellendramu
aramlassal. A szennyezddések kivonasa kiilonos figyelmet igényel.

Frakcionalas. A standard extrakcioval azonos 1€épésekbdl all, egy mosasi 1épés
hozzaadasaval. A higitoszerek a folyamat kozepén keriilnek be.

Disszociativ extrakcio. A disszociativ extrakciot altalaban a gyenge szerves savat vagy bazist
tartalmazo anyaggal végzik. Az extrahalasi folyamat a kiilonb6z6 oldott allapotok kiilonb6z6
oldhatosagan alapul. A disszociativ extrakci6 fogalmat mas kémiai elvélasztdsokban
vizsgaljuk, mint pl. az antibiotikumok szétvalasztasa pH-eltolodasos extrakcidval,

Reakcio-fokozott extrakcio. Az oldott anyag oldhatosdganak megvaltoztatdsdhoz bizonyos
oldott anyagot hasznalunk, hogy nagy oldhatdsagot érjen el az extrahaldszerben.

Hibrid extrakciés folyamatok. Ezek a folyamatok magukban foglaljak az extrakcios eljarasok
barmely kombinaciojat javitasat.

LLE késziilékei:
A folyadék-folyadék extraktorokat szerkezetiik és mitkddésiik alapjan négy {6 csoportba lehet
sorolni:

- Statikus: Keverd nélkiili berendezés.
- Kevert: Lehessen kontrollalni az LLE hatékonysagat.
- Centrifugalis extraktorok: elvalasztja az extrahdloszert az oldoszertdl egy gyors
centrifugat hasznalva.
- Keverd-iilepit6 extraktorok
A mai gépeket még fejleszteni lehetne az érintkezdfeliilet, a cseppméret és a cseppgyorsasag
alapjan. A statikus oszlopextraktort az oszlop Gjraosztasaval fejleszthetjiik.

Biotermékek izolalasa hazifeladat



Benkovits Bianka Rebeka
BShm Armin

Kis Gabor Daniel

Kiss Dorisz

Biofinomitasban valo alkalmazas:

Szadmos ipari teriileten hasznaljdk, pl. petrolipar, élelmiszeripar, gyogyszeripar, savak
eléallitdsa. A legtjabb biotechnologidkban is alkalmazzék, pl a szennyvizkezelésben. Jelenleg
nagyon sok tanulmany elérhet6 az LLE-vel tortén6é biotermék izolalassal kapcsolatban, de
nincsen atfogo attekintd.

Etanol: A biofinomitasi ipar egyik f6 terméke, széles kdrben gyartjak a vilag minden tajan,
féleg Braziliaban és az USA-ban. Az LLE-t hasznaljak az el6kezelés és a hidrolizis soran. A
legfrissebb kutatasok szerint a toluol a leghatékonyabb oldoszer a furfurol eltavolitasara. Sok
tanulmany az ionos folyadékok oldoszerként valo felhasznalasara fokuszal. Az fermentorban
termelddott etanolt ki kell venni a rendszerbdl, hogy a baktériumok folyamatosan tudjak tovabb
termelni az etanolt. A produktivitds ezaltal 6tszor olyan jo, mint enélkiil. Egy 407 g/liter
gliikozoldatot a Saccharomyces Cerevisiae teljesen meg tud fermentalni, ami amugy normal
esetben nem miikodne 200 g/l koncentracio folott.

Biodizel: Masik alkalmazasi teriilete az LLE-nek, altaldban hosszu lancii zsirsavak vagy
trigliceridek észteresitésével, metanollal készitik, ami nem csak egy reaktans, hanem az
oldoszerként is szolgal.

Egyéb biofinomités technolégiak: Sok biofinomitott termék termeltethetd ki LLE
technologiaval. Szénhidrogéneket csak limitalt szamu mikroorganizmus képes eldallitan, és az
LLE technologia integralhatd a sejttenyésztés soran szénhidrogének termelése céljabol. A
,botryococcus braunii” algdkban szintetizalodott szénhidrogént a hexan képes elvalasztani. A
szénhidrogén gyartasa a hexanos kezelés hataséra nem gyengiil.

Az LLE technolégia az 1,3 propandiolokra ipari szempontbo6l nem alkalmas, mivel a kitermelési
folyamat nagy mennyiségii oldoszer kezelését igényli, valamint az elvalasztasi hatasfok nagyon
alacsony. Alternativ modszer: aldehiddel konvertalni az 1,3 PD-t, igy nagyon hidrofob acetal
lesz beldle (2-metil-1,3-dioxan). Ezutan organikus oldoészert hasznalva (pl. o-xylene, toluene,
ethylbenzene...) inditjuk a kitermelést, végiil hidrolizaljuk az acetalt 1,3-PD-vé.

Az LLE technolégia jovobeli fejlesztése, biofinomitas beallitasara: A LLE technologia
fejlesztésével, az oldoszer koryezeti hatésa jelentés figyelmet kap. Uj alkalmazasokat
fejlesztettek mostanaban, foleg a vizes két fazist rendszereknél, a szuperkritikus oldoszer
extrakcioknal, és az ionos folyadék extrakcional. A viz jo extraktans mert olcs6 kdnnyen
elérhetd nem mérgez6 €s ujrahasznosithatd. Magas homérsékletii viz modositoként is
hasznalhat6 egy organikus olddszer szadmara, mely noveli az oldhatdsagot. Kétfazisa vizes
rendszerek melyek polimerekbdl és szervetlen sokbol allnak. Alkalmazhatoak
biotechnologiaban, lehetséges vele érzékeny biologiai molekuldk elvalasztasa, mint pl
intacellularis enzimek és egyéb mikrobioldgiai proteinek, denaturacié nélkiil. Szuperkritikus
folyadék extrakcid olyan olddszert hasznal melynek nyomasa és homérséklete nagyobb mint a
kritikus pont, a fazisdiagramnak megfeleléen. A legjobb erre a célra szén-dioxid, mert nem
mérgezd, nem €ghetd, és olcsd. Alkalmazasanak legnagyobb ipari gatja, hogy specialis
berendezés igényel. Az LLE technologia sok kihivast hordoz magaval. Bioaktiv
organizmusokat és biologiai katalizatorokat alkalmaznak, ami limitalja az organikus
extrahéloszerek alkalmazhatdsagat. A nagy nyomas €s hdmérséklet hatranyos az €16
mikroorganizmusoknak.
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Monoklonalis antitestek tisztitasa/elvalasztasa folyadék-folyadék
extrakcioval

A monoklonalis antitestek nagy igéretnek drvendenek, mivel az 0 biotechnologiai eredetii
gyogyszerek szamos betegségben nytjtanak gyogyirt és kezelési modszert, beleértve a rakot
¢€s az autoimmun betegségeket is. Az antitestek extrahalasanak és tisztitasanak jelenlegi
modszerei elérik a maximalis kapacitasukhoz kozeli pontot, rdadasul a hagyomanyos
eljarasok egyszertien tul dragak ahhoz, hogy a névekvo termékigényhez és mAb-termeléshez
elegendd szintre legyenek méretezve. Ezért az 1j, kevésbé koltséges €s egyszertien skalazhato
modszerek egyre nagyobb figyelmet kapnak.

A vizes kétfazisu extrakcio (ATPE) olyan folyamat, amely képes az immunglobulinok nagy
kitermeléssel torténd szétvalasztasara, és ha megfelelden kezelik, nagy tisztitasi kapacitassal
rendelkeznek. Tovabba a modszer kornyezetbarat és igen gazdasagos foleg akkor, ha
komponensei Ujra felhasznéalhatoak.

A vizes kétfazisu rendszerek:

Vizes bifazisos rendszerek akkor fordulnak eld, amikor bizonyos oldott anyagok vizes oldatot
két vizes fazisra osztjak. 1896-o0s felfedezés 6ta sok vegyes kétfazisu vizes rendszert talaltak
vizes oldatban hidrofil polimerek felhasznalasaval; példaul poli (etilénglikol) (PEG, HO- (CH
2-CH 2 -O) n-H, ahol n a polimerizaci6é mértéke).

A kiilonb6z6 polimerek gyakran nem keverednek jol. A polimerek nagy aggregatumokat
képeznek ¢és a sztérikus kizards miatt két kiilonbozo fazisba kiiloniilnek el.

A keverés elegendd lehet ahhoz, hogy homogén fazist régiokka valjanak, amelyek a két vagy
tobb kiilonbozd polimert tartalmazzak. Ezek koziil egyik leginkabb kutatott a vizes dextran-
PEG rendszer, ahol a dextran a hidrofil, stiribb, alacsonyabb fazist és a PEG-et a hidrofob,
kevésbe stirti, felso fazist alkotja. Mindkét fazis fokeént vizet (jellemzden 70-90 tomeg% vizet)
tartalmaz, és az egyik polimerben dusitott. A korlatozo koncentraciok a polimerek tipusatol és
molekulatomegétdl, valamint az oldat pH-értékétdl, ionerdssegétdl és homérsekletétdl
fiiggnek. Egyes polimerek dnmagukban kétfazisu rendszert alkotnak; A fels6, PEG-t
tartalmazo fazist tobb hidrofob rész képezi meglehetdsen koncentralt citrat vagy foszfat oldat
esetén vagy magasabb hdmérsékleten. A fazisok kozotti alacsony a hatarfeliileti fesziiltség
(koriilbeliil 400-szor kevesebb, mint a viz és egy nem elegyedd szerves olddszer kozott),
amelyek kis cseppméretet, nagy hatarfeliileti teriileteket, hatékony keverést biztositanak és
gyors szétvalast. A polimerek stabilizalo hatast gyakorolnak a legtobb fehérjére.

A leginkabb vizsgalt rendszerek:

PEG-citrat:

Egy kutatocsoport az antitestek extrakcidjat polietilénglikol (PEG) -citrat vizes kétfazisu
rendszer (ATPS) alkalmazasédval vizsgalta. A tisztitott monoklonalis antitesttel (mAb) végzett
vizsgalatok soran a sikeres fazisok kialakulasat és az antitestek particionalddasat jelentdsen
befolyasold tényezdket hatdroztak meg. Az antitest és a gazdasejtfehérje (HCP)
szétvalasztasat a tisztitott sejtkulturas taptalajoktol a kisérletek statisztikai tervezésével (DOE)
vizsgaltak. A HCP particionalas modelljét hoztak l1étre, amelyben mind a NaCl, mind a citrat
koncentraciot szignifikdns tényezoként azonositottak. A legmagasabb tisztasag elérése
érdekében a HCP sejtkultira-folyadékbol a terméket tartalmazod fazisba valo elvalasztasat
minimalisra csokkentették. Az optimalis ATPS az, amely 14,0 tomeg% PEG-et, 8,4 tomeg%
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citratot és 7,2 tomeg% NaCl-t tartalmaz . Ez 7,2 pH-érték mellett, 89% termelést
eredményezett, megkdzelitdleg 7,6-szeres csokkenést HCP-szintekben a tisztitott sejtkultura-
folyadékhoz viszonyitva a kitermelés el6tt, €s altalanos tisztasaga 70%.

15 tomeg% PEG-t, 8 tomeg% citratot és 15 tomeg% NaCl-ot tartalmazd, 5,5 pH-értéki
rendszert alkalmazva 95% -os termékvisszanyerést értek el. A szakaszos lizemmodban
optimalizalt kisérleti koriilmények kozott kifejlesztették az ellenaramu extrakcios technologia
hasznalatanak mértékndveléskor is hasznalhaté modelljét, amely azonositja a tisztasag €s a
helyreallitas potencialis javulasat, amely a folyamatos iizemben megvaldsithato.

PEG- foszfat:

Egy masik kutatocsoport vizsgélta a 2G12 (mAb 2G12) és 4E10 (mAb 4E10) anti-HIV
monoklondlis antitestek szétvalasztasara szolgalo, polietilénglikol / foszfat (PEG / foszfat)
ATPS alkalmazasat a tisztitatlan transzgénikus dohany nyers kivonatbol.

A ndvényi tormelék / mAb kinyerését eldsegitd optimalis kortilmények 13,1 tomeg% (PEG
1500), 12,5 tomeg% foszfat volt pH 5-nél. Ilyen koriilmények kozott a 2G12 mAb-t és a 4E10
MADb-t az also foszfatfazisban 85 és 84% -os hozammal osztottak fel, 2,4- és 2,1-szeres
tisztitassal. A javasolt ATPS-t sikeresen beillesztették egy biospecifikus elvalasztasi
miivelet(Protein A affinitds kromatografia) mellé, amely nagy tisztasdgu €s hozamu
antitesteket eredményezett. Ebben a vizsgalatban az ATPS kimutattak, hogy alkalmas a
kiindulasi fehérje kinyerésére és az mAb részleges tisztitdsara a nem tisztitott transzgénikus
dohany nyers kivonatbol.

Dextran-trietilénglikol:

A kutatok az antitestek downstream feldolgozasanal PEG3350-bdl, dextranbdl és
trietilénglikol-diglutarsavbol (TEG-COOH) eldallitott ATPS-t alkalmaztak. Az egy- és
tobblépcsds folyamatokat értékelték és hasonlitottak 0ssze. Az egylépcsdsben vizsgaltak a pH
hatasat, TEG-COOH koncentraciot és az antitestek feliiloszoban vald aranyat, ami és
kimutatta, hogy a magas TEG-COOH koncentraciok és alacsonyabb pH alkalmas az antitest
extrakciojara a PEG dus fazisban. Az egylépéses extrakcid legtermelékenyebb feltételei 1,3
tomeg% TEG-COOH ¢és 2,2 térfogatarany volt, ami 96% -os visszanyerést eredményezett
87% fehérje tisztasagban és 43%-ot mAb tisztasagban. A végsd IgG-koncentracioé 0,21 mg /
ml volt. Annak érdekében, hogy a visszanyerési hozamot €s a tisztasagot egyidejlileg ndveljék
a tobbfazisu folyamatot fejlesztették, az IgG-t(immonglubulint) PEG-ben gazdag fazisban
tisztitottdk. Ez a szakasz 1,04 mg / ml végkoncentraciot mutatott, 93% -os fehérje
tisztasaggal. A PEG / dextran ATPS 1,3 tomeg% TEG-COOH-t tartalmaz.

Pufferek alkalmazasa:

A pH szabalyozésa elengedhetetlen 1épése a kiilonb6z6 gyodgyszertechnologiai eljarasoknak.
A monoklondlis anitestek, mint ahogy mas biomolekulédk is, érzékenyek a ph valtozasra, egy
adott ph optimumon mukodnek a leghatékonyabban. A ph szinten tartasara pufferoldatokat
hasznalnak.

Egy kutatasban a puffer tipusadnak hatasat vizsgaltak egy monoklondlis antitest dinamikus
kotési kapacitasara egy kationcseréldn. Az acetat puffer sokkal nagyobb kapacitast
eredményezett, mint a foszfat-puffer. Altalaban az antitest-tisztitasban alkalmazott kozos
pufferrendszerek a foszfat vagy citrat puffer (koriilbeliil 20 mM) vagy acetatpufter (kb. 50
mM).
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Ami az 6sszehasonlithatd eredményeket illeti, a pufferek vezetoképességének hasonlonak kell
lennie, ha kiilonb6z6 tébbkomponensii puffereket vizsgaltak. A puffer vezetoképességét
altalaban 3,0-4,5 mS / cm tartomanyban tartjak.

mg/ml-es tartomanyban hasonlé pufferkapacitast ad, mint 6 mM citrat vagy 14 mM hisztidin.
Az onpuffereld hatas linearis tendenciat mutat 200 mg/ml f616tt is. 220 mg / ml
fehérjekoncentracional a pufferkapacitds hasonld, mint a 30 mM citrat vagy 50 mM hisztidin
oldat 4ltali.

Osszefoglalas:

Munkénk elkészitése soran sok kutatasi anyagot olvastunk az eljaras fejlesztésérol, ami a
jovoben ipari méretekben is megvalosulhat, ezzel egy kevésbé szennyezd €s
koltséghatékonyabb alternativat biztositva a folyamatnak.

Felhasznalt irodalom:

http://www1.Isbu.ac.uk/water/agueous_biphasic.html

https://www.researchgate.net/publication/46307539 Downstream Antibody Purification using Ague
ous Two-Phase Extraction

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19557796

José Frederico Silva Oliveira-An Integrated Process for the Purification of
Antibodies Based on Magnetic Particles and Aqueous Two-Phase Systems
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5084470/
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