Concentracion

Separacion y Procesos
Biotecnologicos

Concentracion

La dltima etapa en el proceso de recuperacion de
proteinas es la concentracion del extracto, a esta altura
del proceso el extracto contiene una mezcla del
producto deseado con otros compuestos celulares
solubles. Se debe reducir la masa o volumen al maximo
eliminando agua, para ellos se utilizan a operaciones
unitarias del tipo:

eUltrafiltracion
*Precipitacion.
eExtraccion
sLiofilizacion




PRECIPITACION

Ha sido una de las técnicas méas utilizas para la
concentracién de proteinas.
Definicion

Es una operaciéon que permite la concentracion de
una solucion mediante la adiciéon de un “agente
precipitante”.

Car acter isticas

*No producir desnaturacion del soluto de interés
*Tienden proveer una mayor estabilidad al soluto de
interés

Ventajas
*Operacion facil de escalar
*Puede utilizarse en forma continua
*Equipos sencillos
*Se dispone de muchos agente precipitantes




Tipos de precipitacion

Fundamento Agentes

Disminucién de la solubilidad Sales : Sulfato de amonio , sulfato de

Precipitacion no selectiva sodio.
pH : Trabajar en el pl de laproteina

Solventes: Etanol, acetona

Polimeros no i 6nicos : PEG

Precipitacion selectiva por Formacion de complejos por

Afinidad interaccion de los sitios activos de
las proteinas con ligandos
especificos

Desnaturacion selectiva pH

Cambio en laconformacién de | Temperatura

las proteinas Solvente

Estructura delas proteinas

La solubilidad depende de:

eInteracciones polares

eInteracciones hidrofébicas entre las proteinas
eFuerzas de repulsién electroestéticas

Zonas hidrofébicas

Zonas cargadas (o polgres)

positivas

Zonas cargadas
negativas




Precipitacion No Selectiva

1. Precipitacion con Sal
Es uno de las metodologias mas utilizadas. Las sales que
méas se utilizan son € sulfato de amonio y el sulfato de
sodio.
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Todos estos procesos se realizan atemperaturas inferiores a 5°C

M ecanismo
La adicion de sal elimina el agua que hidrata | as proteinas,
dgando las regiones hidrofobicas en libertad de
interaccionar.

Las zonas hidrofobicas tienden a interactuar entre si, o cual
resulta termodinamicamente favorable, dado que produce
un aumento de la entropia.
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Al interactuar las proteinas estan forman grandes
estructuras las que sedimentan.

Las proteinas que presentan mayor hidrofobicidad son las
gue precipitan con menos sal.

Ecuacion de disefio
Ecuacion de Cohn
logSp=A —-m| sal]
donde
Sp : Concentracién de Proteina en Solucion
[sd] : Concentracion de Sal
A: Constante que depende del pH, T, pl
m: Constante que depende del tipo de sal y de la proteina

Ejemplo

100 litros de una solucién que contiene 10 g/lt de BSA y 5
gr/lt de una proteina X se intentan separar por precipitacion
con sulfato de amonio.
El objetivo es recuperar e 90% de la BSA en e precipitado.
Para €llo se han determinado, con anterioridad, las
solubilidades de cada una de estas proteinas en presencia de
sulfato de amonio.

BSA Ln Sgg = 21.6 - 7.65 [Sulfato de Amonio]

Proteina X Ln S = 20.0- 7.00 [Sulfato de Amonio]
Donde

S (Solubilidad) se expresaen g/lt y [Sulfato de Amonio] en M

Asumiendo que la solubilidad es independiente de la
presencia de otra proteina, determine la pureza con respecto
al BSA en 6l precipitado .




Precipitacion | soeléctrica
M ecanismo
Las proteinas con carga se repelen, s se trabgja cerca del pl
de las proteinas éstas presentan una carga minima 'y no hay
repulsion y tienden a una atraccion minima.

Pepalsion
\ )
Wi
B DH

L os acidos mas utilizados son:
Fosférico
Clorhidrico
Sulfurico

Bz

Pr ecipitacion por solventes a baja temperatura (-5°2C

M ecanismo
Similar a efecto dela sal, se desplaza el agua por |os solventes.

Ecuacion de disefio
Modelo empirico esta dado por la expresion:

logS=logSo+ K/D?
D, : Constante Dieléctrica

\ -
So : Solubilidad en agua (

S

Seleccién del solvente
Debe ser Seguro
Miscible en agua _
No reaccionar con 2
|as proteinas = e,




Precipitacion por_Polimero noionico
Mecanismo

Modelo de Ogston (en base alatermodindmica)

L os polimeros reducen la cantidad efectiva de agua
disponible parala solvataci 6n de las proteinas.

Ecuacion de disefio
La solubilidad se puede
expresar:

logS=X -aC

C: Concentraci 6n de polimero
a Constante

Precipitacion Selectiva

Precipitacion Selectiva por Afinidad

Precipitacion selectiva de la proteina de
interés, basandose en la capacidad que tiene la
proteina para unirse a <itine artivne

Afinidad a : :
*Sustrato

- a) Agregados en forma de cadens constituido por un
L4 I nhlbldo res anticuerpo policlonal ¥ una proteina monomerica

eAnticuerpos

*Pseudoafinidad

*Colorantes
h) Agregadn en ferme de red produocidn

.Metales no anticasrpo policlopales 7 ana

proteina tetramarica




Seleccion del polimero

e Polimero neutro
e Soluble en agua
e Cuidar que no produzca aumentos en la viscosidad,
viscosidad moderada
e Concentracion
- Baja para proteinas de alto peso molecular
- Alta para proteinas de bajo peso molecular

Ventaias
« Estabilizalas proteinas ( Interaccidn proteina-pol imero)
e Sepuedetrabgar atemperatura ambiente.
e El polimero se puede separar por intercambio ionico

(¢ Por qué?)

3.- Precipitacion por Desnaturacion selectiva
Principio

Se desnaturan los contaminantes por condiciones extremas de
pH, T2 o solventes organicos.

L as proteina contaminantes

1.- Sedespliega, quedando mucha zonas expuestas

2.- Dichas zonas interactian

3.- Luego las proteinas contaminantes precipitan, mientras
gue la proteina de interés se mantiene en soluci on.




Desnaturacion por Temperatura

Teoria
Hay proteinas que son estables a altas temperaturas,

mientras que otras no.

1
e
Y| ™. Proteina de Interds

g N

Froteina NO depaturada

St
Contaminante - T
T

T Optima Temperatura

Lacinética de desnaturacion tiene laforma:
d e
F_ =k
dt

donde [P]: Conc. de proteina disuelta

k : Constante, f(temperatura)

Procedimiento
- Calentamiento y luego enfriamiento

En presencia de sulfato de amonio para estabilizar las
proteinas e inhibir las proteasas




Ejemplo
Cinética de desnatur alizacion.

La desnaturacion de una proteina tiene una energia de
activacion de 400.000 Jmol. Cuando esta proteina se
mantiene a 50°C por un lapso de 10 minutos se desnatura en
un 50%.

a) Cacule la constante de la velocidad especifica de
desnaturalizacion.

b) Calcule la temperatura a la cual la proteina solo se
desnatura el 10% en 10 min.

Desnaturacion por pH extremo

Causas

« Formaci 6n de regiones con igual carga que se repelen.
e Rompimiento de las fuerzas de atraccion que dan la
conformacion alas proteinas.

10



Desnaturaci 6n por solvente

Agentes orgénicos alteran las caracteristicas superficiales de
las proteinas, 1o cual produce su desnaturacion y posterior
interaccion entre las zonas expuestas.

Se pueden utilizar solventes como
e Etanol
e Acetona
e Cloroformo

Condiciones
» Temperaturas entre 20-30°C, acelerael proceso y permite
el ahorro de solvente
* Sedebeestudiar el efecto de
. pH
e Otros agentes.

EQUIPOS DE PRECIPITACION

Se trata esencia mente de reactores, que pueden operar en forma:
a) Batch

b) Continua Flujo Pistdn
c¢) Continua Perfectamente Agitada
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Etapas principales en un proceso de precipitacion
Cualquiera de éllas puede ser la limitante.

1. Mezclado Inicia: La solucion proteica se mezcla con €
agente precipitante para eliminar las barreras de transferencia
de masa

2. Nucleacion: Al disminuir la solubilidad de la proteina se
inicia la precipitacion al formarse en e seno de la solucién
pequefias particulas o nlcleos.

3. Crecimiento Pericinético o Crecimiento Limitado por
difusién: En esta fase los nicleos van creciendo conforme la
proteina difunde desde € seno de la solucion hasta los
nucleos. La frecuencia de las colisiones esta limitada por la
velocidad de difusion de las moléculas y no por e mezclado.
Se forman particulas primarias de 0.1 - 10 nm.

4.- Crecimiento Ortocinético (Influenciado por €l flujo): El
mezclado favorece e crecimiento del agregado formandose
particulas en €l rango entre 1-100 nm.

5.- Floculacién: Los agregados forman los grandes floculos

Parametros fundamentales a considerar:
*Velocidad de agitacion

*Fuerzaiodnica
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